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Herbaspirillum rubrisubalbicans M1 é uma bactéria endofítica diazotrófica que causa 
a doença da estria mosqueada em algumas variedades suscetíveis de cana-de-
açúcar. Nesse estudo, um total de 560.138 reads provenientes do GS-FLX 454 
pyrosequencer (cobertura de 39x) e 22.985 reads Sanger (cobertura de 3,8x) foram 
obtidos e usados para montagem do genoma de Herbaspirillum rubrisubalbicans. A 
montagem de novo com os reads GS-FLX 454 produziu nove scaffolds, contendo 70 
gaps, e 393 contigs que ficaram fora da montagem. Os scaffolds foram ordenados 
usando o genoma de Herbaspirillum seropedicae SmR1 como referência e o 
programa MUMmer 3.0. Sete scaffolds foram mapeados, um dos quais corresponde 
ao operon rRNA, e que está presente em número de três cópias no genoma de H. 
rubrisubalbicans, e um outro representa um cluster de genes de transporte de 
aminoácidos que aparece duas vezes nesse genoma. Para o fechamento de gaps, 
os reads Sanger, scaffolds não mapeados, e contigs fora da montagem foram 
submetidos em conjunto ao visualizador de montagens Consed. Foram encontrados 
três tipos diferentes de integrase/transposase, as quais são responsáveis por 31 
repetições no genoma de H. rubrisubalbicans, além de quarto genes relacionados à 
proteína VGR. Essas 35 regiões repetitivas foram resolvidas usando informação de 
reads pareados. O número de contigs foi reduzido para cinco, com tamanho médio 
de ~1,12Mb, montados num único scaffold of ~5,6 Mb com conteúdo G+C de 60,5%. 
 







Herbaspirillum rubrisubalbicans M1 is an endophytic diazotrophic bacterium able to 
cause mottled stripe disease in some susceptible varieties of sugarcane. In this study 
a total of 560,138 reads from the GS-FLX 454 pyrosequencer (coverage of 39x) and 
22,985 Sanger reads (coverage of 3.8x) were obtained and used to assemble the 
Herbaspirillum rubrisubalbicans genome. De novo assembly of GS-FLX 454 reads 
produced 9 scaffolds containing 70 gaps and 393 unassembled contigs. The 
scaffolds were ordered by using the Herbaspirillum seropedicae SmR1 genome 
sequence as a reference and the program MUMmer 3.0. Seven scaffolds were 
mapped, one of these was the 16S rRNA operon, which is present in three copies in 
the genome of H. rubrisubalbicans. Another contig included an aminoacid transport 
gene cluster occuring twice in the genome. For the gap closure, the Sanger reads, 
unmapped scaffolds and unassembled contigs were used together with the assembly 
viewer program Consed. We found three different types of integrase/transposase 
which together make up 31 repetitions in the genome of H. rubrisubalbicans, and four 
genes for VGR-related protein. These 35 repetitive regions were resolved using 
information from paired-end reads. The number of contigs was reduced to five, with 
an average size of ~1.12Mb assembled in a single scaffold of 5.6 Mb with a G+C 
content of 60.5%. 
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1.1 Gênero Herbaspirillum 
 
Bactérias pertencentes ao gênero Herbaspirillum (do latim herba=herbáceo e 
spirillum=pequena espiral) são Gram negativas, geralmente vibrióides, possuem 
entre 0,6-0,7 µm de diâmetro e seu comprimento pode variar de 1,5 a 5,0 µm. 
Apresentam motilidade e têm de um a três flagelos em um ou ambos os polos. O 
metabolismo é respiratório e não fermentam açúcares. Em condições 
microaeróbicas essas bactérias fixam N2 atmosférico (BALDANI et al., 2005). 
São encontradas em associação com raízes, caules e folhas de diversas 
plantas, geralmente gramíneas de importância econômica (arroz, sorgo e cana-de-
açúcar), mas também em plantas forrageiras e frutas tropicais tais como banana e 
abacaxi (JAMES et al., 1997; RONCCATO-MACARI et al., 2003). 
Taxonomicamente o gênero Herbaspirillum encontra-se no domínio Bacteria, 
filo Proteobacteria, classe Betaproteobacteria, ordem Burkholderiales, classe 
Oxalobacteraceae. Atualmente o gênero é formado pelas espécies: Herbaspirillum 
seropedicae (BALDANI et al., 1986) (FIGURA 1.1 – A); Herbapirillum 
rubrisubalbicans (BALDANI et al., 1996) (FIGURA 1.1 – B e C), Hesbaspirillum 
frisingense (KIRCHHOF et al., 2001), Herbaspirillum lusitanum (VALVERDE et al., 
2003), Herbaspirillum autotrophicum, e Herbaspirillum huttiensis (DING & YOKOTA, 
2004), Herbaspirillum chlorophenolicum (IM et al., 2004), Herbaspirillum hiltneri 
(ROTHBALLER et al., 2006), Herbaspirillum rhizosphaerae (JUNG et al., 2007) e 
Herbaspirillum aquaticum (DOBRITSA et al., 2010). 
 
1.1.1 Herbaspirillum rubrisubalbicans 
 
A espécie Herbaspirillum rubrisubalbicans (do latim ruber=vermelho e 
subalbicans=esbranquiçado – BALDANI et al., 2005) foi isolada na década de 90 e 
inicialmente classificada como ‘Pseudomonas’ rubrisubalbicans. Após estudo 
baseado na homologia rRNA:DNA, nas características fisiológicas como 
incorporação de 15N2 e na redução de acetileno, a espécie foi incluída no gênero 




uma bactéria endofítica diazotrófica, pois vive no interior de plantas realizando 
fixação biológica de nitrogênio (BALDANI et al., 1997). 
 
FIGURA 1.1 - CÉLULAS DE Herbaspirillum seropedicae E Herbaspirillum rubrisubalbicans 
Em A, eletromicrografia de transmissão de células de H. seropedicae, que podem conter de um a três 
flagelos; a escala das barras é de 1µm. Em B, células de H. rubrisubalbicans cultivadas em meio 
semi-sólido contendo glucose como fonte de carbono e 20mM NH4Cl. Em C, detalhe de uma célula 
de H. rubrisubalbicans apresentando vários flagelos. 
FONTE: BALDANI et al. (1986) e BALDANI et al. (2005) 
Nesse contexto, a fixação biológica de nitrogênio é um processo no qual 
ocorre uma reação de redução da tripla ligação de N2 para formar duas moléculas de 
amônia (NH3). Essa reação é a chave para o ciclo biogeoquímico do nitrogênio, 
essencial para toda a vida, e é realizada por uma metaloenzima chamada 




em células de H. rubrisubalbicans colonizando folhas de cana-de-açúcar e sorgo 
(RONCATO-MACCARI et al., 2003).  
Tendo evidências de fixação de nitrogênio nessas plantas, o fato de 
Herbaspirillum ser encontrado em grande número dentro de outras gramíneas, como 
arroz e também em palmeiras, sugere que essa bactéria pode fixar N2 em outras 
plantas de interesse econômico (BALDANI et al., 1997; JAMES et al., 1997).  
A interação dessa bactéria com as plantas é do tipo associativa (RONCATO-
MACCARI et al., 2003). Existem três tipos de interação bactéria-planta. A primeira 
delas consiste na simbiose rizóbio-legume, caracterizada pela formação de nódulos 
nas raízes da planta colonizada pelo microssimbionte. A segunda é a interação 
fitopatogênica, na qual as bactérias desenvolveram métodos para atacar as plantas 
e utilizar substâncias produzidas por essa para seu próprio benefício. A terceira é a 
interação associativa, na qual há ganho por parte de ambos os organismos, pois a 
bactéria vive nos exsudatos da planta protegendo-a de patógenos ou promovendo o 
crescimento desta pela produção de substâncias específicas (PÜHLER et al., 2004). 
Além de associativa, H. rubrisubalbicans é um bactéria endofítica, pois passa 
a maior parte de seu ciclo de vida no interior de tecidos vegetais, principalmente de 
gramíneas, sem causar dano aparente ao seu hospedeiro. Ao contrário disso, por 
sua característica associativa, essa bactéria promove o crescimento vegetal através 
da produção e secreção de reguladores de crescimento, ao mesmo tempo apresenta 
atividade antagonística contra fitopatógenos, e ainda fornecem à planta nitrogênio 
fixado biologicamente (RONCATO-MACCARI et al., 2003). 
Essa relação entre a bactéria e a planta hospedeira é obrigatória no caso de 
H. rubrisubalbicans, e organismos com essa característica apresentam grande 
potencial para uso na agricultura, pois colonizam o interior de plantas 
estabelecendo-se em nichos livres de oxigênio e outros fatores que inibem a 
bactéria de fixar nitrogênio, expressando assim a fixação de nitrogênio ao máximo 
(BALDANI et al., 1997). 
No entanto, a contribuição do endófito à planta ainda não é clara pela difícil 
avaliação da fixação de nitrogênio nas plantas colonizadas, fato que se deve as 
bactérias dispersarem-se por toda a planta (RONCATO-MACCARI et al., 2003). 
Embora promissor, o potencial dos endofíticos para uso em larga escala na 
agricultura requer mais estudos no sentido de identificar fatores limitantes da 




Ainda que na maioria dos casos H. rubrisubalbicans tenha essas 
características e por isso haja interesse no seu uso para a agricultura, essa bactéria 
pode comportar-se como um fitopatógeno médio causador da doença da estria 
mosqueada em algumas variedades suscetíveis de cana-de-açúcar que se 
desenvolvem em outros países (BALDANI et al., 1996; BALDANI et al., 1997). É 
também descrito como causador da doença da estria vermelha em sorgo (FIGURA 
1.2), colonizando espaços intracelulares e vasos xilema de folhas dessa planta 
assim como de cana-de-açúcar (RONCATO-MACCARI et al., 2003). 
 
FIGURA 1.2 - FOLHA DE SORGO (Sorghum bicolor) MOSTRANDO OS SINTOMAS DA DOENÇA 
DA ESTRIA VERMELHA 
Os pontos de inoculação (setas negras) são cercados por tecido necrótico. Os sintomas da doença 
podem ser vistos nas setas brancas. O asterisco (*) mostra uma extensiva área de necrose. A escala 
da barra é 5mm. 
FONTE: JAMES et al. (1997) 
A interação dessa bactéria com cana-de-açúcar foi estudada por inoculação 
em plantas cultivadas sob condições estéreis, seguida de análises microscópicas. 
Em sorgo, inoculação em colmos resultou em leves sintomas da doença da estria 
vermelha nas folhas, sugerindo translocação ativa da bactéria (BALDANI & 
BALDANI, 2005). 
No Brasil, as variedades de sorgo e cana-de-açúcar agronomicamente 




somene a variedade B-4362 de Barbados é suscetível), mesmo após inoculação 
artificial. Sabe-se que os canaviais e campos de sorgo possuem grande número de 
bactérias do gênero Herbaspirillum, e apesar disso não se tem relatos dessas 
doenças (JAMES et al., 1997). Recentemente houve o primeiro relato da doença da 
estria mosqueada ocorrendo em canaviais chineses, onde diversas variedades 
foram afetadas, entre elas a suscetibilidade da variedade Taiwang 25 provocou 
diversas perdas nos canaviais (TAN et al., 2010). 
 
1.1.2 Herbaspirillum seropedicae 
 
Estirpes de H. seropedicae foram primeiramente isoladas de superfícies 
raízes esterilizadas de milho, sorgo, e arroz de dois diferentes solos do estado do 
Rio de Janeiro, bem como de milho no solo de cerrado em Brasília, Distrito Federal. 
Essa bactéria foi encontrada infectando e colonizando tecidos de raízes de arroz 
principalmente no espaço intercelular. Pode assimilar ou dissimilar nitrato a nitrito 
sob limitação de oxigênio, mas nenhum crescimento anaeróbico dependente de 
nitrato ou produção visível de gás a partir de nitrato é observado (SCHIMID et al., 
2006). 
Visto que H. seropedicae é uma bactéria diazotrófica promotora de 
crescimento vegetal com potencial de aplicação como biofertilizante, os estudos tem 
foco no metabolismo de nitrogênio, especialmente na organização e regulação 
molecular da fixação de nitrogênio e genes de assimilação de amônia. A 
organização estrutural e a regulação dos genes de fixação de nitrogênio são bem 
conhecidas (SCHIMID et al., 2006). 
O processo de fixação de nitrogênio ocorre na bactéria em condições 
microaeróbicas e é fortemente regulada por compostos nitrogenados no nível de 
síntese e atividade. O regulador central de controle de nitrogênio é a proteína NifA. 
Ainda, o controle geral de nitrogênio da célula é regulado por NtrC, a qual também 
controla a expressão do gene glnA que codifica para glutamina sintetase, a enzima 
chave da via de assimilação da amônia. A proteína NifA é diretamente inativada em 
resposta ao aumento dos níveis de nitrogênio e oxigênio. A proteína PII, produto do 
gene glnB é necessária para o controle da amônia da atividade NifA. A espressão de 
NifA é controlada pelo sistema geral de regulação de nitrogênio Ntr, o qual por sua 




foram identificados. Uma proteína semelhante à PII, chamada GlnK foi encontrada 
nessa bactéria, sendo regulada por uridililação (SCHIMID et al., 2006). 
Aplicações em experimentos mostraram aumento na produção de sorgo e 
arroz quando inoculados com essa bactéria. Arroz inoculado mostrou aumento do 
peso e rendimento de grãos nas plantas (SCHIMID et al., 2006). 
 
1.2 Sequenciamento genômico de procariotos 
 
Uma forma eficaz e relativamente econômica de se obter grande quantidade 
de informação biológica a respeito de um dado organismo é através da 
determinação de sua sequência genômica completa (FLEISCHMANN  et  al.,  1995; 
HAVLAK et al., 2004). Com isso, a tecnologia genômica ampliou o campo da 
microbiologia (FRASER et al., 2000). A primeira sequência completa de um 
organismo de vida livre a ser publicada foi o genoma da bactéria Haemophilus 
influenzae (FLEISCHMANN  et  al.,  1995), seguido de vários trabalhos como os 
genomas de Mycoplasma genitalium (FRASER et al., 1995), Borrelia burgdorferi 
(FRASER et al., 1997), Bacillus subtilis (KUNST et al., 1997), Escherichia coli 
(BLATTNER et al., 1997), Mycobacterium tuberculosis (COLE et al., 1998), 
Treponema pallidum (FRASER et al., 1998), Rickettsia prowazekii (ANDERSSON et 
al., 1998), Helicobacter pylori (ALM et al., 1999), espécies de Chlamydia (READ et 
al., 2000), bactérias termófilas como Aquifex aeolicus (DECKERT et al., 1998) e 
Thermotoga maritima (NELSON et al., 1999), e archea como Archaeoglobus  
fulgidus (KLENK  et  al.,  1997). 
Assim, diversos genomas completos de archea e de bactérias já foram 
concluídos e muitos outros estão em andamento, de forma que novas sequências 
tornam-se disponíveis rapidamente (HORIMOTO et al., 2001; BERRIMAN & 
RUTHERFORD, 2003). O acesso público a essas sequências permitiu o surgimento 
de uma nova ciência, chamada de “(micro)biologia baseada em genoma”, a qual 
utiliza informações genômicas que permitem avanços na medicina e também o 
estudo das relações evolutivas entre microrganismos (KOONING, 1997; GARCIA-
VALLVÉ et al., 2000). Atualmente encontram-se depositados no Genbank 1.425 
genomas completos de Archea e Bacteria, além de 1.661 drafts genômicos desses 
organismos (NCBI Genbank – http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ – com base no 




Além disso, os avanços tecnológicos reduzem cada vez mais os custos de 
sequenciamento, tornando viáveis projetos como o sequenciamento de várias 
espécies relacionadas e até estirpes de uma mesma espécie (BERRIMAN & 
RUTHERFORD, 2003). Exemplos disso são os trabalhos publicados com estirpes de 
Fusobacterium nucleatum (KAPATRAL et al., 2003), E. coli (RASKO et al., 2008), 
com diversas estirpes e espécies de Streptococcus (LEFÉBURE & STANHOPE, 
2007) entre outros.  
Todas essas informações estão inspirando uma nova compreensão dos 
microrganismos que avalia a escala da diversidade microbiana e reconhece que 
essa diversidade, ao nível gênico, é consideravelmente maior do que se esperava. 
Na verdade, a disponibilidade de somente um genoma completo para um dado 
taxon, o que era um sonho há somente duas décadas atrás, é agora considerado 
inadequado para descrever a complexidade de espécies e gêneros e suas inter-
relações (MEDINI et al., 2008). 
 
1.2.1 Estratégia WGS para sequenciamento e montagem genômica  
 
Atualmente, a principal estratégia usada para o sequenciamento genômico é 
o sequenciamento shotgun (whole-genome shotgun - WGS) introduzido por Sanger 
em 1977, posteriormente aperfeiçoado por Ansorge e colaboradores através do 
sequenciamento de ambas as extremidades de um inserto de tamanho conhecido, 
introduzindo os reads (fragmentos de DNA sequenciados) de final pareado 
(BATZOGLOU et al., 2002). 
Nessa estratégia, bibliotecas de fragmentos randômicos de DNA genômico 
são preparadas e a sequência genômica completa é montada de uma única vez pela 
sobreposição desses fragmentos através de técnicas computacionais. Os reads 
pareados podem ser usados para ligar contigs (sequência contígua obtida pela 
sobreposição de reads) distintos formando scaffolds (contigs unidos por bases 
indeterminadas). Esse método é eficiente para genomas com pouco ou nenhuma 
sequência repetitiva (BATZOGLOU et al., 2002). 
Ao longo dos anos, o sequenciamento shotgun passou a ser aplicado para 
genomas de tamanhos cada vez maiores, passando de plasmídeos e vírus para 
cosmídeos e cromossomos artificiais de bactérias carregando DNA genômico 




(BATZOGLOU et al., 2002). Uma visão geral de todo o processo de sequenciamento 
e montagem genômica de uma bactéria pode ser vista na FIGURA 1.3. 
Embora evite etapas trabalhosas de geração e mapeamento de bibliotecas de 
clones BAC (Bacterial Artificial Chromossome – ver tópico 1.2.2), a estratégia WGS 
levanta um problema computacional desafiador para a montagem genômica e tem 
um potencial maior para misassembly (BATZOGLOU et al., 2002). 
 
FIGURA 1.3 - ETAPAS DE SEQUENCIAMENTO E MONTAGEM GENÔMICA DE UMA BACTÉRIA 
1 Essa etapa varia conforme a técnica de sequenciamento utilizada, podendo inclusive estar ausente 
quando usadas determinadas técnicas de sequenciamento (ver tópico 1.3.3). 
FONTE: o autor (2011) baseado em GENOPAR Sequenciamento Genômico (disponível em: 
http://nfn.genopar.org/nfn/genopar/index.htm)  
 
1.2.2 Estratégia de shotgun hierárquico 
 
Outra abordagem para a montagem genômica é a de shotgun hierárquico, na 
qual um mapa de clones do genoma é primeiramente construído usando enzimas de 
restrição e softwares especializados, gerando um conjunto de clones de tamanho 
intermediário inseridos em BACs (Bacterial Artificial Chromossome – cromossomos 
artificiais de bactérias), ou algum outro vetor. Um conjunto de fragmentos mínimo é 




montado pelo método shotgun. O genoma completo é então reconstruído pelas 
montagens das sequências desses fragmentos intermediários (BATZOGLOU et al., 
2002; HAVLAK et al., 2004).  
Esse método foi usado para vários genomas, tais como para o genoma 
humano, assim como de Escherichia coli, Mycobacterium tuberculosis, Arabidopsis, 
nematóides e levedura. Também foi utilizado para converter os drafts genômicos de 
Drosophilla melanogaster e rato em sequências finalizadas de alta qualidade. A 
principal vantagem do método é a redução da complexidade da montagem do 
genoma como um todo para a montagem local de clones BAC, minimizando 
complicações de sequências repetidas ou grandes duplicações de segmentos com 
alta identidade. A sua desvantagem está no custo para mapear clones BAC e 
construir um grande número de bibliotecas (HAVLAK et al., 2004). Essa técnica 
pode ser muito laboriosa e necessita grande mão-de-obra; com o aumento na 
capacidade de sequenciamento e o seu barateamento por par de bases, esta 
técnica está deixando de ser utilizada.  
 
1.3 Métodos de sequenciamento de DNA 
 
1.3.1 Sequenciamento baseado em eletroforese capilar pelo método de 
Sanger 
 
O sequenciamento dos fragmentos de DNA inicialmente era realizado pelo 
método de Sanger, desenvolvido também na década de 70. Durante a década 
seguinte, o método foi melhorado e houve aumento significativo no tamanho dos 
reads, de 450 para ~850pb, tornando-se o padrão para o sequenciamento de DNA 
(MEDINI et al., 2008). 
Este método passou a ser uma implementação semiautomática, baseada em 
capilaridade, na qual o DNA pode ser preparado com o método shotgun. Os 
fragmentos produzidos randomicamente são clonados dentro de plasmídeos, usados 
para transformar células de Escherichia coli. Assim, os fragmentos de DNA são 
amplificados, cada um deles como um inserto de um plasmídeo presentes em 
colônias de bactérias isoladas. A reação de sequenciamento é cíclica e utiliza PCR 
(Polymerase reaction chain – reação em cadeia da polimerase) linear, onde em cada 




primers são complementares às sequências que flanqueiam a região de interesse. 
Cada ciclo de extensão desses primers é terminado pela incorporação de 
dideoxinucleotídeos marcados fluorescentemente (ddNTPs). No resultado final do 
processo, o término em ddNTP de um fragmento corresponde à identidade do 
nucleotídeo na posição terminal (FIGURA 1.4, I – IV ) (SHENDURE & JI, 2008). 
A sequência é determinada pela separação dos fragmentos de fitas simples 
numa eletroforese baseada em capilaridade em polímero gel (FIGURA 1.4, V). Na 
saída do capilar ocorre a excitação a laser da marcação fluorescente, que acoplada 
à detecção de uma das quatro cores emitidas, fornece a leitura da base. Essa leitura 
é representada em um gráfico contendo as intensidades das emissões de 
fluorescência em quatro canais, cada um representando uma base do DNA. Os 
gráficos de fluorescência são também conhecidos como cromatogramas ou “trace”, 
posteriormente são traduzidos em sequências de DNA por um software que também 
pode gerar probabilidade de erros para cada chamada de base (FIGURA 1.4, VI) 
(SHENDURE & JI, 2008). 
Talvez a principal limitação da aplicação deste método no sequenciamento 
genômico completo seja a etapa de clonagem requerida para fazer as bibliotecas 
genômicas e a posterior necessidade de sequenciamento dirigido de regiões não 
clonadas (visando fechar os gaps recorrentes da falha do método). Além disso, 
projetos de sequenciamento Sanger em larga escala exigem uma infraestrutura 
substancial (MEDINI et al., 2008).  
 
1.3.2 Pirossequenciamento pelo sistema Roche/454 FLX 
 
Entre os novos métodos desenvolvidos, pode-se citar o pirossequenciamento 
em beads, método no qual a incorporação de um nucleotídeo pela DNA polimerase 
libera pirofosfato, iniciando uma série de reações em cadeia que resulta na produção 
de luz pela enzima luciferase. A luz produzida é proporcional ao número de 
nucleotídeos incorporados (até o ponto de saturação do detector) (MEDINI et al., 
2008; MARDIS, 2008). Hoje, os reads produzidos possuem entre 400 e 500pb, e o 
aprimoramento da tecnologia pretende alcançar reads com tamanho médio de 746 





FIGURA 1.4 - SEQUENCIAMENTO PELO MÉTODO DE SANGER USANDO AMPLIFICAÇÃO POR 
PCR 
Em “I” são mostrados os reagentes da PCR, que compreende deoxinucleotídeos (nucleotídeos 
normais), dideoxinucleotídeos (possuem terminadores marcados com fluoróforos), oligonucleotídeos 
iniciadores (primers), TAQ DNA polimerase e o DNA a ser sequenciado. Em II e III, o DNA molde é 
desnaturado, os primers são anelados e a TAQ DNA polimerase estende a cadeia de 
oligonucleotídeos ligando aleatoriamente à sequência ou deoxinucleotídeos ou dideoxinucleotídeos; 
se o segundo for incorporado, a cadeia deixa de ser estendida em um novo ciclo. Em IV, é mostrado 
o resultado da PCR, composta por fragmentos de tamanhos com diferença de uma única base. Em V, 
os fragmentos são separados pelo tamanho através de eletroforese em gel de poliacrilamida; o 
dideoxinucleotídeo no final da sequência fornece a identidade da base. Em VI, as cores emitidas 
pelos dideoxinucleotídeos são captadas sequencialmente, revelando a sequência do DNA molde. 





O método de pirossequenciamento é usado pelo sistema Roche/454 FLX 
Pyrosequencer, que foi a primeira plataforma da segunda geração de 
sequenciadores a estar disponível como um produto comercial (em 2004). Nessa 
abordagem, bibliotecas podem ser construídas para dar origem a uma mistura de 
fragmentos curtos (amplicons) flanqueados por adaptadores. A amplificação dos 
clones ocorre por PCR em emulsão (emPCR) (SHENDURE & JI, 2008; MARDIS, 
2008). 
Essa amplificação por emPCR permite que todas as moléculas idênticas 
possam ser sequenciadas em paralelo. Nesse processo de PCR os fragmentos de 
DNA são ligados a adaptadores específicos e então capturados por “beads” de 
agarose com tamanho de 28µm e na superfície das quais há oligonucleotídeos 
complementares aos adaptadores presentes nesses fragmentos. Assim, cada bead 
é associada a um único fragmento (SHENDURE & JI, 2008; MARDIS, 2008). 
Cada um desses complexos fragmento-bead é isolado dentro de micelas 
individuais (microrreatores) formados a partir de uma emulsão óleo-água que 
também contém reagentes de PCR. As beads são então tratadas com desnaturante 
para retirar as fitas soltas, e submetidas a enriquecimento baseado em hibridização 
para as beads que carregam os amplicons (ou seja, aquelas que estão presentes 
em um compartimento de emulsão dando suporte à reação de PCR produtiva). Um 
primer de sequenciamento é hibridizado a um adaptador universal na orientação e 
posição apropriadas, ou seja, anterior ao início da sequência desconhecida. A 
ciclagem termal das micelas produz aproximadamente um milhão de cópias de cada 
fragmento de DNA na superfície de cada bead (SHENDURE & JI, 2008; MARDIS, 
2008). Esse método é ilustrado na FIGURA 1.5. 
As moléculas amplificadas são então sequenciadas em massa. As beads 
onde estão contidos os amplicons são pré-incubadas com polimerase de Bacillus 
stearothermophilus e proteínas de ligação a simples fita, e então depositadas numa 
placa de picotiter (PTP – uma matriz microfabricada com estrutura capilar de sílica 
fundida, cujos poços são de escala de picolitros, com dimensões onde somente uma 
bead pode entrar em cada poço) tornando a bioquímica compatível com o 
sequenciamento baseado em matriz. Dessa forma, as beads ficam acomodadas 
numa localização fixa, permitindo que a reação de sequenciamento seja monitorada 





FIGURA 1.5 - PROCESSO DE PCR EM EMULSÃO 
Os fragmentos de DNA obtidos por nebulização são ligados a adaptadores específicos (A, em verde, 
e B, em vermelho). Em seguida, os fragmentos de DNA são capturados por beads de agarose e 
isolados em micelas junto de reagentes de PCR; dentro das micelas ocorre a amplificação da 
sequência, resultando em beads cuja superfície é coberta por fragmentos idênticos. 
FONTE: Adaptado de MARDIS (2008) 
Junto às beads são adicionadas enzimas requeridas para o 
pirossequenciamento: ATP-sulfurilase e luciferase; posteriormente a mistura é 
centrifugada para que as enzimas cerquem as beads. No equipamento, um lado da 
matriz semi-ordenada funciona em fluxo, introduzindo e removendo reagentes de 
sequenciamento, enquanto o outro lado é ligado a um feixe de fibra óptica para 
detecção de sinal baseada em CCD (charge coupled device – dispositivo acoplado à 
carga). A cada um dos ciclos, um tipo de nucleotídeo (não marcado) é introduzido. 
Nos fragmentos onde ocorre incorporação desse nucleotídeo, pirofosfato é liberado. 
Dessa forma, as enzimas ATP sulfurilase e luciferase são ativadas e os eventos de 
incorporação imediatamente são dirigidos à geração de luz, a qual é detectada pela 
câmera CCD correspondente às coordenadas específicas do poço (FIGURA 1.6, B) 




Os primeiros quatro nucleotídeos (TCGA) no adaptador adjacente ao primer 
de sequenciamento adicionado na construção da biblioteca correspondem ao fluxo 
sequencial de nucleotídeos para dentro da matriz. Essa estratégia permite ao 
software de chamada de base 454 calibrar a luz emitida pela incorporação de um 
único nucleotídeo (MARDIS, 2008). 
Ao longo dos ciclos o padrão de incorporação detectado revela a sequência 
da fita molde representado em cada uma das beads (FIGURA 1.6, C) (SHENDURE 
& JI, 2008). 
 
FIGURA 1.6 - SEQUENCIAMENTO ROCHE/454 
Em A, as beads são depositadas na placa de picotiter (PTP), e são adicionadas enzimas para o 
pirossequenciamento (ATP sulfurilase e luciferase). Em B, a base citosina (caixas verdes) é 
adicionada como exemplo; quando incorporada pela DNA polimerase, há liberação de fosfato 
ativando as enzimas ATP sulfurilase e luciferase, resultando na produção de luz. Em C, a luz é 
detectada formando uma série de picos chamados de “flowgram”, que corresponde à sequência do 
fragmento de DNA.  
FONTE: Adaptado de MARDIS (2008) e METZKER (2010) 
O tamanho dos reads é o grande avanço da tecnologia 454 comparada com 
as outras plataformas da mesma geração. Consequentemente o custo por base do 
sequenciamento na plataforma 454 é muito maior do que nas demais, mas pode ser 
o método mais coerente para aplicações onde o uso de reads longos é crucial, como 
montagem de novo e metagenômica, pois embora menores do que reads 




suficiente para montar pequenos genomas tais como genomas bacterianos e virais 
com alta qualidade e contiguidade (SHENDURE & JI, 2008; MARDIS, 2008). 
Embora o pirossequenciamento possua limitações particulares em termos de 
tamanho de reads ou perfis de acurácia, apresentando falhas no sequenciamento de 
homopolímeros, a falta de uma etapa de clonagem no processo Roche/454 significa 
que as sequências não tipicamente amostradas numa abordagem WGS, devido aos 
vieses de clonagem, serão mais provavelmente representadas no conjunto de dados 
FLX, os quais contribuem para uma cobertura de genoma mais compreensiva 
(MEDINI et al., 2008; MARDIS, 2008). 
Portanto, a integração do sequenciamento Sanger com os novos métodos de 
sequenciamento mostra ser a melhor solução para o sequenciamento de novo de 
genomas bacterianos em termos de qualidade de sequência e custo-efetividade 
(MEDINI et al., 2008). 
 




A abordagem Solexa/Illumina (FIGURA 1.7, A) realiza a amplificação de DNA 
sem uso de clonagem através da ligação de fragmentos de DNA simples fita numa 
superfície sólida, que é uma matriz de moléculas únicas, onde ocorre uma reação de 
PCR denominada Bridge PCR, para a amplificação do DNA molde em simples fita. 
Nesse processo, o final da molécula de DNA simples fita é ligada à superfície sólida 
por um adaptador; a molécula subsequentemente curva-se e hibridiza com o 
adaptador complementar (fazendo uma ponte), criando o molde para a síntese de 
sua fita complementar. Após a amplificação, uma matriz com mais de 40 milhões de 
agrupamentos é produzida, onde cada agrupamento é composto por centenas de 
cópias clonais de uma única molécula molde (MOROZOVA et al., 2008).  
Os moldes são sequenciados de modo massivamente paralelo usando uma 
abordagem de sequenciamento por síntese de DNA que emprega terminadores 
fluorescentes removíveis e DNA polimerase especial que pode incorporar esses 
terminadores durante a extensão da cadeia de oligonucleotídeos. Os terminadores 
são rotulados com fluoróforos de quatro diferentes cores para distinguir entre as 




agrupamento é deduzida pela leitura da cor de cada nucleotídeo a cada passo 
sucessivo de adição. Embora a abordagem Illumina seja mais eficaz no 
sequenciamento de trechos homopoliméricos do que o pirossequenciamento, o 
método produz reads de sequência curta e, portanto, não é possível resolver 
repetições de tamanho longo (maiores que o tamanho dos reads). Além disso, 
devido ao uso de DNA polimerase modificada e terminadores reversíveis, erros de 




Sequenciamento massivamente paralelo por hibridização-ligação é 
implementado na plataforma SOLiD (Supported Oligonucleotide Ligation and 
Detection System) da Life Technologies (FIGURA 1.7, B). A ligação química usada 
nessa plataforma é baseada na técnica de sequenciamento polony. A construção 
das bibliotecas para análise no instrumento SOLiD começa com uma PCR em 
emulsão para amplificação das moléculas, similar à técnica 454. Os produtos da 
amplificação são transferidos para dentro de uma superfície de vidro onde ocorre o 
sequenciamento por rodadas de hibridização e ligação com 16 combinações de 
dinucleotídeos com quatro marcadores diferentes (cada marcador usado para 
marcar quatro dinucleotídeos). Usando o esquema de codificação dos quatro 
marcadores, cada posição é efetivamente examinada duas vezes, e a identidade do 
nucleotídeo é determinada através da análise da cor que resulta das duas reações 
de ligação sucessivas. Significantemente, o esquema codificado por duas bases 
permite a distinção entre o erro de sequenciamento e o polimorfismo da sequência: 
um erro pode ser detectado em somente uma reação de ligação particular, 





O aspecto singular da plataforma Helicos (FIGURA 1.7, C) é que não é 
necessária amplificação clonal, sendo denominada sequenciamento de molécula 
única.  Ao invés disso, um sistema de detecção de fluorescência altamente sensível 




sequenciamento por síntese. Bibliotecas dos moldes são preparadas por 
fragmentação randômica e caudas poli-A inseridas nos fragmentos são capturadas 
por hibridização em oligômeros poli-T presos numa superfície para produzir uma 
matriz desordenada de moldes de moléculas únicas. Em cada ciclo, DNA polimerase 
e uma espécie de nucleotídeo marcado fluorescentemente são adicionados, 
resultando numa extensão das duplas molde-primer imobilizadas na superfície. Após 
a aquisição das imagens cobrindo toda a matriz, clivagem química e liberação da 
marcação fluorescente permitem o subsequente ciclo de extensão e imagem. Várias 
centenas de ciclos de extensão de bases rendem em média reads de tamanho de 
25pb ou maiores (SHENDURE & JI, 2008). 
 
1.3.3.4 Pacific Bioscience 
 
Uma abordagem diferente das demais, porém muito promissora é dada pela 
Pacific Biosciences (FIGURA 1.7, D). A tecnologia faz uso do chamado 
“Sequenciamento por Síntese de Molécula Única em Tempo Real (Single-Molecule 
Real Time Sequencing – SMRT)” que mostrou, numa prova de conceito, reads de 
fragmentos únicos de DNA com tamanho de 1.500 bases em 3.000 reações 
paralelas. A base da tecnologia é chamada de “zero-mode wideguides (ZMW)” os 
quais são essencialmente poços de escala nanométrica com um diâmetro de 70nm. 
DNA polimerase é imobilizada dentro dos ZMW. Nucleotídeos fluorescentemente 
marcados no fosfato terminal são incorporados pela polimerase e assim expõe seu 
fluoróforo específico para uma determinada base por poucos milissegundos, o que é 
suficiente para a detecção. O resultado é longos reads de tamanho de mil bases e 
alta velocidade de sequenciamento (10 bases por segundo) (PETTERSSON et al., 
2009). 
 
1.3.4 Comparação entre as técnicas de sequenciamento 
 
O pirossequenciamento pelo sistema Roche/454 é largamente empregado na 
montagem de novo de genomas de bactérias e insetos, e sequenciamento do gene 
16S rRNA de amostras ambientais e metagenômica. A técnica gera reads 




demais técnicas. Porém, apresenta alto custo de reagentes e alta taxa de erros em 
homopolímeros (METZKER, 2010).  
 
FIGURA 1.7 - OUTRAS TÉCNICAS DE SEQUENCIAMENTO DE DNA 
Em A, está representada a abordagem Solexa/Illumina, onde os fragmentos são ligados a uma 
superfície sólida e amplificados por Bridge PCR; o sequenciamento ocorre por síntese de DNA que 
emprega terminadores removíveis marcados fluorescentemente, adicionados separadamente a cada 
ciclo; a cor de cada terminador é detectada e equivale à identidade da base. Em B, está representada 
a abordagem ABI/SOLiD, onde as moléculas são amplificadas em beads e imobilizadas numa 
superfície de vidro; o sequenciamento ocorre por rodadas de hibridização e ligação com 16 
combinações de dinucleotídeos. Em C, é mostrada a abordagem Helicos, que faz sequenciamento de 
molécula única; os fragmentos são imobilizados e nucleotídeos marcados são incorporados pela DNA 
polimerase; a fluorescência emitida é detectada por um sistema altamente sensível. Em D, é 
mostrada a abordagem Pacific Bioscience, a qual usa a tecnologia SMRT; DNA polimerase é 
imobilizada em poços nanométricos onde incorpora nucleotídeos marcados; esses nucleotídeos 
expõem seus fluoróforos permitindo a detecção da base. 
FONTE: PETTERSSON et al. (2009) 
Já as técnicas Solexa e SOLiD são usadas na descoberta de variação por 
ressequenciamento de genomas completos, ou sequenciamento de genomas 
relacionados (por exemplo, estirpes de uma mesma espécie, onde já está disponível 
um genoma completo de referência). Solexa é a plataforma mais amplamente 




cópias da uma fita de DNA, contra ~107 cópias obtidas por emPCR no 
seqüenciamento Roche/454). Enquanto isso, a codificação de duas base do SOLiD 
permite a natural correção de erros de sequenciamento, mas o tempo de corrida no 
sequenciador é muito longo (METZKER, 2010). 
A aplicação das técnicas Helicos e Pacific Biosciences é em métodos 
baseados em sequência (análise de genomas, expressão de RNA, regiões 
candidatas a genes etc), para a primeira, e sequenciamento de transcriptoma, para a 
segunda. Por usarem molécula única essas técnicas não colocam em dúvida a 
representação da fita molde, no entanto ambas apresentam taxas de erros muito 
elevadas comparadas com as demais técnicas de sequenciamento (METZKER, 
2010). Outras características das técnicas de sequenciamento de DNA podem ser 
vistas na TABELA 1.1.  
TABELA 1.1 - CARACTERÍSTICAS DAS TÉCNICAS DE SEQUENCIAMENTO DE DNA 
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Dados biológicos estão sendo produzidos em enorme quantidade. Além de 
diversos genomas publicados, há também dados de projetos que estudam 
expressão gênica, estruturas de proteínas expressas por esses genes e detalhes de 
como esses produtos relacionam-se entre si, mostrando a grande quantidade e 
variedade de informação que está sendo produzida (LUSCOMBE et al., 2001).  
Essa enorme quantidade de novas informações genômicas gerada é tão 




métodos matemáticos são requeridas para avaliar sua efetividade (MEDINI et al., 
2008). 
Como resultado disso, computadores tornaram-se indispensáveis para a 
pesquisa biológica. Tal abordagem é ideal pela facilidade com a qual os 
computadores podem manusear grandes quantidades de dados e penetrar na 
complexa dinâmica observada na natureza (LUSCOMBE et al., 2001). 
Dessa forma, o termo bioinformática é usado para alguma aplicação de 
método computacional em um problema biológico. Comumente, muitas pessoas 
assumem que o termo significa "biologia molecular computacional". A bioinformática 
é um campo interdisciplinar, uma área relativamente nova de estudo, e é um intenso 
foco de pesquisa (COUNSELL, 2003). 
Essa união entre duas áreas é amplamente atribuída ao fato de que a vida em 
si é uma tecnologia de informação; a fisiologia de um organismo é amplamente 
determinada por seus genes, os quais podem ser vistos como informação digital 
(LUSCOMBE et al., 2001). 
Além disso, bioinformática engloba tudo o que diz respeito a armazenamento 
de dados e sua recuperação e análise para testes computacionais de hipóteses 
biológicas. Os dados e as técnicas podem ser bastante diversos, incluindo tarefas 
como busca de genes na sequência de DNA, busca de similaridade entre 
sequências, predição de estrutura de proteínas, correlação de variação de 
sequência com dados clínicos, e descoberta de elementos regulatórios e redes 
regulatórias. Sistemas bioinformáticos incluem softwares multicamadas, hardware, e 
soluções experimentais que controlam juntas uma variedade de ferramentas e 
métodos para analisar imensas quantidades de dados (HUGHEY & KARPLUS, 
2003). 
Durante os últimos anos, a bioinformática tornou-se um dos campos mais 
visíveis da ciência moderna. No entanto, esse novo campo tem uma longa história 
junto às conquistas da genética e biologia molecular do século passado. Pode-se 
comentar que alguns dos problemas mais fundamentais nos primeiros dias da 
biologia molecular representaram problemas algorítmicos formidáveis. Essas 
abordagens iniciais já combinavam informação computacional e experimental para 
melhor compreender macromoléculas biológicas. Isso pode ser considerado como o 




Na década de 70, o dogma central da biologia molecular foi concebido após 
as descobertas iniciais dos processos de transcrição e tradução do RNA. Como 
consequência disso, uma agenda de problemas computacionais em biologia 
molecular já havia sido formulada. O que faltava era a referência central de dados e 
recursos de software e meios para acessá-los, uma tendência significativa que seria 
muito proeminente na próxima década. A década seguinte foi de fato o momento em 
que o campo da biologia computacional tomou forma como uma disciplina 
independente, com seus próprios problemas e conquistas (OUZOUNIS & 
VALENCIA, 2003). 
Pela primeira vez foram desenvolvidos algoritmos eficientes para lidar com 
um volume crescente de informações, e implementações foram disponibilizadas para 
a comunidade científica. Alguma atividade comercial em torno de desenvolvimento 
de software foi observada. Bancos de dados foram distribuídos, como o GenBank e 
MedLine, mas sua disponibilidade era limitada, principalmente através de CD-ROMs. 
Em termos de conjuntos de ferramentas científicas o programa BLAST (Basic Local 
Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al., 1997) tornou-se disponível. Novos tipos 
de problemas resultantes de novos tipos de dados expandiram os horizontes, tanto 
para genômica quanto para a bioinformática, em uma interação saudável e 
fascinante (OUZOUNIS & VALENCIA, 2003). 
Hoje, o rápido crescimento desse campo continua sendo estimulado pelo 
vasto potencial para novas compreensões que podem levar a novos tratamentos, 
novas drogas, novas culturas, e a expansão geral do conhecimento (HUGHEY & 
KARPLUS, 2003).  
 
1.5 Montagem genômica com a estratégia WGS 
 
O processo de sequenciamento genômico resulta na produção de milhares 
(ou até milhões) de fragmentos, os chamados reads, que precisam ser montados 
para reconstruir a sequência genômica original. Este processo de reconstrução, 
conhecido como montagem genômica, envolve encontrar reads que se sobrepõe, 
alinhar reads similares quando possível e criar uma sequência consenso para esses 
reads alinhados (FIGURA 1.8) (SUTTON et al., 1995).  
Diversos programas foram desenvolvidos para essa finalidade, tais como 




2003), ARACHNE (BATZOGLOU  et  al.,  2002), GS De Novo Assembler (Roche) e 
Velvet (ZERBINO & BYRNEI, 2008).  
 
FIGURA 1.8 - PROCESSO DE RECONSTRUÇÃO DA SEQUÊNCIA GENÔMICA 
Os reads se sobrepõem para formar uma sequência consenso chamada contig. Caso não exista 
indício de sobreposição, mas exista indício de pareamento entre os reads na extremidade de contigs, 
esses contigs podem ser unidos por bases indeterminadas (Ns) formando um scaffold.  
FONTE: o autor (2007), com base em BATZOGLOU et al. (2002) 
Para encontrar as sobreposições, a estratégia comumente usada pelos 
programas é dividir as sequências em partes menores, chamadas de K-mers. Esses 
k-mers, quando similares, são sobrepostos e então estendidos para formar 
alinhamentos entre reads e consequentemente uní-los para criar uma sequência 
maior (BATZOGLOU et al., 2002; ZERBINO & BYRNEI, 2008).  
O processo de sobreposição de reads seria um problema computacional 
simples, porém esses reads apresentam variação na qualidade das bases, levando 
os programas a estabelecer diferentes estratégias para obter o melhor alinhamento. 
Por exemplo, o programa Phrap trabalha com valores de qualidade de bases para 
fazer e avaliar alinhamentos de sequências, de forma que o alinhamento entre uma 




apresentar divergências que serão tratadas na criação de um consenso (GREEN, 
1999). Já o GS De Novo Assembler é extremamente adaptado aos dados 
provenientes de pirossequenciamento no que diz respeito ao tratamento da 
qualidade de sequências, o que leva o programa a cometer falhas quando os dados 
são obtidos de outra forma (CHAISSON & PEVZNER, 2008). 
Além do problema de gerar uma sequência consenso a partir da qualidade 
das sequências, outra complicação existente no processo de montagem são as 
sequências repetitivas. Por exemplo, gaps (falhas de montagem) são formados 
nessas regiões e muitas duplicações podem ser colabadas numa única sequência 
(FIGURA 1.9) (HAVLAK et al., 2004). Dentre os elementos responsáveis pelas 
regiões repetitivas em procariotos destacam-se os elementos transposáveis 
(segmentos de DNA capazes de se mover de um locus para outro dentro de seu 
genoma hospedeiro ou até mesmo entre diferentes genomas) (HAREN et al., 1999; 
TANG, 2007). 
Em teoria, os programas foram desenvolvidos para identificar e tratar essas 
repetições. O processo envolve encontrar regiões com alta cobertura de reads, 
comparar essa cobertura com a média obtida para as demais regiões (inferindo 
quantas regiões repetidas estão colabadas numa única região) e avaliar as 
sobreposições discrepantes encontradas nas extremidades dessas regiões 
(SUTTON et al., 1995; BATZOGLOU et al.,  2002). 
No entanto, os programas desenvolvidos apenas separam essas regiões do 
restante da montagem e mostram-se incapazes de inserí-las em suas respectivas 
posições, resultando num genoma particionado em centenas de contigs. 
Dessa forma, a falta de um mecanismo adequado para solucionar esse 
problema foi uma das forças motrizes para manter uma estratégia de 
sequenciamento de genoma baseada em fosmídeos (vetores cujo inserto é de ~35 a 
40kb, e que geram pares capazes de resolver uma repetição), mesmo para projetos 
em escala de megabases (SUTTON et al., 1995). 
Além disso, normalmente há outros problemas de montagem, como reads de 
boa qualidade que não podem ser integrados, e clones quiméricos que podem 
causar sobreposições falsas ou mascarar sobreposições verdadeiras. Como tais 
fatores não podem ser significativamente quantificados a priori, métodos para 




Waterman) acabam gerando incerteza e levam o número de gaps para um limite 
inferior (SUTTON et al., 1995; WENDL & YANG, 2004). 
  
FIGURA 1.9 - EXEMPLO DE REPETIÇÕES COMPLICANDO UMA MONTAGEM 
Uma região duplicada duas vezes em um genoma é colabada numa única região no processo de 
montagem. Como resultado, essa região pode se ligar a duas outras em cada uma de suas 
extremidades. 
FONTE: o autor (2011), baseado em BATZOGLOU et al.  (2002) 
Com isso, é necessário fechar os gaps restantes por falhas de cobertura 
decorrentes do método WGS numa etapa de finalização. Essa etapa consiste 
predominantemente de sequenciamento direcionado de reads (gerados por PCR) e 
é amplamente manual e significantemente mais expansiva por unidade de sequência 




A interpretação de sequências de DNA envolve a identificação e anotação de 
genes, proteínas e vias metabólicas. Dessa forma, a anotação é a extração de 
conhecimento biológico de uma sequência de nucleotídeos. Geralmente esse 




de uma variedade de programas, e também através de especialistas humanos que 
manuseiam a anotação produzida por esses programas (MÉDIGUE & MOSZER, 
2007).  
O processo de anotação pode ser dividido em dois níveis: um correspondente 
a uma visão estática do genoma, e outro correspondente a uma visão mais dinâmica 
(MÉDIGUE & MOSZER, 2007).  
 No primeiro, programas para predição gênica são executados para encontrar 
regiões que codificam possíveis proteínas ou RNAs (MÉDIGUE & MOSZER, 2007). 
Vários programas correspondentes a essa etapa foram desenvolvidos, muitos dos 
quais são baseados em modelos probabilísticos de estrutura gênica, tal como o 
Glimmer (DELCHER et al., 1999) que usa modelo interpolado de Markov. Para 
aumentar a acurácia da busca por genes, vários tipos de informação são 
incorporadas na estratégia de predição, como o RBS (ribossome binding site – sítio 
de ligação do ribossomo). Uma vez que genes bacterianos não contem íntrons é 
relativamente alta a acurácia alcançada na predição desses genes. Entretanto, 
alguns problemas permanecem, tal como a dificuldade de encontrar a posição exata 
do início de tradução (YADA et al., 2001).  
O resultado dessa predição inicial é então usado para pesquisa de 
similaridade contra banco de dados, dando início ao nível seguinte, no qual a 
informação obtida é colocada dentro do contexto biológico para identificar as 
interações entre os componentes genômicos, reconstruindo as vias metabólicas do 
organismo. Nessa etapa, as proteínas anotadas são caracterizadas por um número 
(EC number – enzime commission number) usado para indicar as vias metabólicas 
as qual as proteínas pertencem (MÉDIGUE & MOSZER, 2007). O funcionamento do 
processo de anotação pode ser visto na FIGURA 1.10, e os programas e 
ferramentas comumente usados, na TABELA 1.2. 
 
1.7 Sequência genômica da bactéria Herbaspirillum seropedicae   
 
1.7.1 Montagem genômica de H. seropedicae 
 
O sequenciamento e anotação do genoma H. seropedicae SmR1 foi 
completado pelo programa GENOPAR (http://nfn.genopar.org/nfn/genopar/ 




Pedrosa e tinha como objetivo o sequenciamento completo do genoma da bactéria e 
sua anotação. O programa envolve uma rede de 16 laboratórios, dez do Paraná, três 
de Santa Catarina, dois do Rio de Janeiro e um do Rio Grande do Sul. 
 
FIGURA 1.10 - PROCESSO DE ANOTAÇÃO GENÔMICA 
O primeiro nível consiste numa visão estática da anotação, no qual os genes são preditos por 
programas e anotados com base em similaridade contra bancos de dados (quadro “Visão estática”). 
Essa informação, num segundo nível, é utilizada para reconstruir as vias metabólicas do organismo 
através de interações entre os componentes genômicos (quadro “Visão dinâmica”). Programas com 
interfaces amigáveis são usados por especialistas para avaliar os dados e assinar as funções 
biológicas dos produtos gênicos (quadro “Especialista”). Em todas as etapas são utilizados recursos, 
como banco de dados, para auxiliar o processo de anotação (quadro “Recursos”). 
FONTE: o autor (2011), baseado em MÉDIGUE & MOSZER (2007) 
Para montagem genômica de Herbaspirillum seropedicae foram usados 
dados obtidos pelo método de Sanger, 137.287 reads, e dados obtidos pelo método 
Roche/454 FLX, 1.220.352 reads. Foram criadas basicamente duas montagens, 
uma envolvendo o conjunto de dados Sanger, com a qual foram obtidos 287 contigs, 
e outra envolvendo os reads FLX, com a qual foram obtidos 233 contigs. Os contigs 
obtidos com os dois conjuntos de dados foram utilizados numa nova montagem, 
como se fossem reads, o que permitiu obter a sequência genômica completa pela 




TABELA 1.2 - PROGRAMAS E FERRAMENTAS USADAS NO PROCESSO DE ANOTAÇÃO 
Anotação ao nível de DNA 
Programa/Ferramenta Utilidade 
GeneMark Predição de proteínas 
Glimmer Predição de proteínas 
SHOW Predição de proteínas 
tRNAscan-SE  Predição de tRNA 
RNAmmer Predição de rRNA 
RepSeek Busca por repetições em genomas completos 
IslandPath Identificação de ilhas genômicas 
Anotação ao nível de proteína 
Programa/Ferramenta Utilidade 
BLAST 
Compara uma nova sequência com aquelas presentes num banco 
de dados de nucleotídeos ou proteínas 
InterProScan Busca por domínios/motivos no banco de dados InterPro 
COGNITOR 
Compara uma sequência ao banco de dados COG (Cluster of 
Orthologous Groups of proteins) 
PRIAM 
Detecção de funções enzimáticas em um genoma completo 
baseada em todas as sequências no banco de dados  
ENZYME 
GOAnno Pesquisa BLAST no banco de dados Gene Ontology 
PSORTb Predição de proteínas de bactérias com localização subcelular 
TMHMM Predição de hélices transmembrana em proteínas 
SignalP Predição de sítios de clivagem de peptídeo sinal em proteínas 
Bancos de dados de classificação e famílias de proteínas 
Banco de dados  Descrição 
COG Clusters of Orthologous Groups of proteins 
TIGRFAMs 
Banco de dados de famílias de proteínas baseado em Hidden 
Markov Models 
HOGENOM Banco de dados de genes homólogos de organismos completamente sequenciados 
GeneTrees Banco de dados de alinhamentos pré-compilados e filogenia de genes 
Gene Ontology  Vocabulário controlado para descrever genes 
KEGG BRITE  Hierarquia functional de entidades biológicas 
PANTHER Famílias de proteínas subdivididas dentro de subfamílias relacionadas funcionalmente 
FONTE: MÉDIGUE & MOSZER (2007) 
 
1.7.2 Anotação e características do genoma 
 
Para a anotação do genoma de H. seropedicae foi criada o módulo GAnM 




Assembly and Analysis Tool) (PISA et al., 2010), que utiliza os programas Glimmer, 
RBS Finder e BLAST. Os genes encontrados foram revisados e editados com uso 
do programa Artemis, resultando em 4.737 genes, três operons 16SrRNA-23SrRNA-
5SrRNA (operon rRNA) e 55 tRNA, classificados conforme suas categorias 
funcionais segundo a classificação proposta pelo COG (Cluster of Ortholog Groups) 
(WEISS, 2010). Uma visão geral do genoma dessa bactéria é apresentada na 
FIGURA 1.11. 
 
FIGURA 1.11 - VISÃO GERAL DO GENOMA DE H. seropedicae 
Em 1, está representado o GCskew do genoma, em amarelo (positivo) e roxo (negativo). Em 2, 
conteúdo GC acima da média do genoma (amarelo) ou abaixo da média (roxo). Em 3, estão 
representados os genes (em azul). Também são mostradas as localizações dos genes nif, nar, 
hrp/hrc, dnaA os operons rRNA.  





No genoma desta bactéria também foram encontrados quatro pseudogenes 
(transposase, recombinase/integrase), seis elementos móveis e seis regiões com 
sequências relacionadas a fagos. 29 regiões apresentam conteúdo GC baixo (igual 
ou inferior a 56%) (CRUZ et al., 2010).   
No genoma de Herbaspirillum seropedicae já havia sido identificada uma 
região de aproximadamente 28kb, contendo 14 genes cujos produtos apresentam 
similaridade com proteínas Hrp/Hrc que são componentes do chamado Sistema de 
Secreção do Tipo III (TTSS – Type Three Secretion System). Porém, analisando 
comparativamente o sistema encontrado em H. seropedicae com o encontrado em 
Yersinia spp, foi verificado que alguns genes estão ausentes. Esse fato, juntamente 
com a falta de informação sobre a expressão desse sistema em H. seropedicae, não 
permite saber se o TTSS de H. seropedicae é funcional (DEDECEK, 2006). 
Análise de restrição in silico simulando a clivagem do genoma pela 
endonuclease SwaI foi realizada e comparada com os resultados obtidos por 
eletroforese em gel em campo pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresis – PFGE). 
Doze fragmentos foram encontrados na clivagem in silico, dois a mais que os 
obtidos por PFGE, porém esses fragmentos são pequenos e as bandas 
correspondentes podem não ter sido detectados por eletroforese. Os demais 
fragmentos apresentam coerência de tamanho na comparação das duas 




1.8.1 Objetivo geral 
 
• Montar completamente o genoma de Herbaspirillum rubrisubalbicans M1. 
 
1.8.2 Objetivos específicos 
 
• Validar os scaffolds provenientes da montagem pós-sequenciamento 





• Mapear e ordenar os scaffolds e os contigs da montagem 454/FLX de H. 
rubrisubalbicans M1 em relação ao genoma de H. seropedicae, utilizando 
esse último como genoma de referência; 
• Fechar gaps internos nos scaffolds e uní-los utilizando dados obtidos com 
sequenciamento Sanger e com os próprios dados provenientes do 
sequenciamento 454/FLX; 
• Isolar e solucionar regiões repetitivas durante o processo de montagem 
genômica; 







2.1 Conjunto de dados 
 
O sequenciamento genômico de Herbaspirillum rubrisubalbicans M1 é um 
projeto realizado pelo programa GENOPAR, tendo como coordenador desse projeto 
o Prof. Dr. Emanuel Maltempi de Souza.  
O tamanho do genoma já havia sido estimado, por PFGE, em 5,7Mb presente 
em um único cromossomo circular e sem plasmídeos (RAMOS, 2003). Foram 
utilizadas duas técnicas de sequenciamento genômico: Sanger e 454/FLX, 
resultando em dois conjuntos de dados, cada um proveniente de uma dessas 
técnicas. Os dados do sequenciamento genômico de H. rubrisubalbicans M1 foram 
gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Emanuel Maltempi de Souza.  
A junção dessas duas técnicas de sequenciamento, chamada de abordagem 
híbrida, foi utilizada num estudo de sequenciamento e montagem genômica de seis 
microrganismos (Janibacter sp. HTCC2649, Erythrobacter litoralis HTCC2594, 
Prochlorococcus marinus str. MIT 9211, Pseudoalteromonas tunicata D2, Vibrio 
angustum S14, Psychromonas sp. CNPT3). Destes, P. marinus str. MIT 9211 
(~1,8Mb) e E.  litoralis HTCC2594 (~3Mb) tiveram seu genoma completamente 
montado (gaps ausentes) com essa estratégia. Nos demais organismos, houve 
diminuição significativa do número de gaps pela combinação das duas abordagens. 
Com base nesse estudo, foram propostas diferentes combinações híbridas (entre as 
duas técnicas) para se realizar um sequenciamento genômico de um microrganismo, 
priorizando o melhor custo-benefício, conforme mostra a FIGURA 2.1 (GOLDBERG, 
et al., 2006). 
 
2.1.1 Montagem com os reads 454/FLX 
 
2.1.1.1 Reads 454/FLX 
 
O conjunto de dados composto pelos reads 454/FLX, foi obtido pela técnica 
de pirossequenciamento realizada na instituição CeBiTec (Center for Biotechnology 
– https://www.cebitec.uni-bielefeld.de/). O equipamento utilizado foi o Genome 




promovido pelo programa GENOPAR. Na preparação do material para 
sequenciamento foi realizado pareamento dos reads, com distância entre os pares 
de ~3000 bases, segundo as características desta técnica de sequenciamento. 
Em duas corridas foram gerados 560.138 reads, com tamanho médio de 
400pb. Detalhes sobre o resultado deste sequenciamento podem ser vistos na 
TABELA 2.1. 
 
FIGURA 2.1 - UTILIZAÇÃO DE DIFERENTES COMBINAÇÕES HÍBRIDAS SANGER/454 PARA 
SEQUENCIAMENTO GENÔMICO 
Para genomas pequenos (até 3Mb), o melhor custo-benefício é uma cobertura de 8x com reads 
Sanger unicamente. Genomas maiores que 3Mb exigem coberturas adicionais com reads 454. Caso 
esteja disponível um genoma de referência, podem-se utilizar somente os reads 454. É importante 
ressaltar que essas sugestões foram feitas com base no sequenciamento genômico de seis 
microorganismos, dos quais somente dois tiveram seus genomas completamente montados, e os 
demais permaneceram como drafts genômicos de alta cobertura. 
FONTE: adaptado de GOLDBERG, et al. (2006) 
 
TABELA 2.1 - DADOS PRODUZIDOS PELO SEQUENCIAMENTO 454/FLX 
Corridas 2 
Número de reads 560.138 
Número de reads (trimming)1 923.735 
Reads pareados 366.234 
Número de bases 224.293.128 
Número de bases (trimming) 204.003.453 
Tamanho médio dos reads 400pb 
1 O processo de trimming descarta bases de qualidade baixa, ou seja, aquelas cuja identidade é 
duvidosa. O número de reads resultantes do trimming é superior ao número normal pelo fato de cada 
metade dos reads de final pareado serem contados separadamente. 





2.1.1.2 Contigs e scaffolds 454/FLX 
 
Posterior ao sequenciamento, o sistema 454 realizou a montagem genômica 
com os fragmentos obtidos. Isso foi realizado pelo programa GS de novo Assembler 
(Roche), comumente chamado de Newbler.  
Esse montador faz parte do pacote de softwares que acompanham os 
equipamentos 454/FLX, e é considerado um excelente montador para dados 
provenientes de pirossequenciamento por levar em conta os erros específicos da 
técnica na montagem de contigs (CHAISSON & PEVZNER, 2008).  
O processo de montagem realizado pelo montador Newbler consiste em: 
1. Identificar sobreposições entre os reads; 
2. Construir alinhamentos múltiplos de reads sobrepostos e dividir ou introduzir 
quebras em regiões desses alinhamentos onde forem encontradas diferenças 
consistentes entre diferentes conjuntos de reads; 
3. Tentar resolver estruturas ramificadas entre contigs; 
4. Gerar chamadas de base consenso de contigs utilizando informação de 
qualidade e sinal para todos os nucleotídeos incluídos no alinhamento múltiplo de 
contigs;  
5. Devolver a sequência consenso do contig e correspondentes valores de score 
em um arquivo ACE de alinhamentos múltiplos e em um arquivo de métricas da 
montagem (ROCHE, 2009).  
 Valores de métrica da montagem do genoma de H. rubrisubalbicans podem 
ser vistos na TABELA 2.2. 
Desta montagem inicial provem os conjuntos de dados utilizados, que são os 
arquivos FASTA de contigs, de scaffolds, e o arquivo ACE da montagem. Foi criado 
outro arquivo, composto pelos scaffolds em adição aos contigs não representados 
nesses scaffolds. Esses arquivos correspondem aos arquivos de montagem.  
A nomenclatura utilizada para os elementos nestes arquivos foi a mesma 
gerada pelo programa Newbler: contign e scaffold0n, onde “n” indica o número que 
identifica o elemento (contig1, contig2... contign; scaffold01,...,scaffold0n). 
O conjunto de dados composto pelos scaffolds foi considerado o conjunto 
inicial para a montagem genômica completa de H. rubrisubalbicans, e passou por 
uma avaliação prévia para levantar o número de gaps internos, número de bases 




TABELA 2.2 - MÉTRICAS DE MONTAGEM DO PROGRAMA NEWBLER 
Reads alinhados 94,01% 
Bases alinhadas 97,74% 
Distância entre pares 2429,5pb 
Desvio padrão entre os pares 607,4pb 
Tamanho do genoma estimado 6,2Mb 
Cobertura do genoma 39x1 
 
Número de scaffolds 9 
Número de bases nos scaffolds 5.594.858pb 
Média de tamanho dos scaffolds 621.650pb 
Scaffold N502 3.347.925pb 
Maior scaffold 3.347.925pb 
Contigs que formam scaffolds 79 
Conteúdo G+C dos scaffolds3 61% 
Número total de contigs 472 
Número total de bases 5.718.623pb 
1  Estimada considerando o tamanho do genoma de 5,7Mb, obtido por eletroforese em campo pulsado 
(RAMOS, 2003). 
2 Scaffold N50 é o tamanho do scaffold tal que 50% da montagem está contida no scaffold de 
tamanho N50 ou maior (CHAISSON & PEVZNER, 2008). 
3 Calculado com base nos dados obtidos. 
FONTE: o autor (2011) com base em Newbler  
 
2.1.2 Reads Sanger 
 
Além de financiar o sequenciamento genômico de H. rubrisubalbicans com a 
tecnologia 454/FLX, o programa GENOPAR sequenciou o genoma dessa bactéria 
com a técnica de sequenciamento Sanger.  
Para obtenção das sequências foram construídas diversas bibliotecas por 
clonagem em plasmídeos, com inserto entre ~1000 e ~3000pb. O sequenciamento 
foi realizado nos equipamentos MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences) e ABI 
377 (Applied Biosystems) (WEISS, 2010). O conjunto de dados gerado por essa 
técnica corresponde a 22.985 reads.  
Esses reads passaram pela chamada de base do programa Phred (GORDON 
et al. 1998) para estimar a probabilidade de erro das bases nas sequências, e os 
vetores foram mascarados com o programa Cross_match (GREEN  et  al.,  1999). 





TABELA 2.3 - CONJUNTO DE DADOS CORRESPONDENTE AOS READS SANGER 
Número de reads obtidos 22.985 
Número de reads pareados 18.730 
Tamanho médio dos reads 936pb 
Cobertura 3,8x 
Tamanho do genoma1 5,7Mb 
1 Estimado por eletroforese em campo pulsado (RAMOS, 2003) 
FONTE: o autor (2011) com base nos dados cedidos pelo programa GENOPAR 
 
2.2 Avaliação da montagem 454/FLX 
 
2.2.1 Alinhamento em relação a um genoma de referência 
 
Para avaliar a montagem produzida com os reads 454/FLX, foram feitos 
alinhamentos com o genoma de H. seropedicae SmR1, cuja sequência encontra-se 
disponível no banco de dados público do NCBI com número de acesso: CP002039. 
 Para fazer o alinhamento entre os dois genomas foi utilizado o pacote 
MUMmer 3.0 (KURTZ et al., 2004). O pacote conta com módulos gráficos para 
visualizar comparações de montagens e observar alinhamentos entre genomas de 
espécies relacionadas. Além disso, é open-source. Os alinhamentos são produzidos 
através de MUMs (maximal unique matches) que são fragmentos de alta 
similaridade entre dois ou mais genomas. Na versão 3.0 o algoritmo foi modificado 
para encontrar matches não únicos também, permitindo localizar regiões que 
aparecem repetidas vezes num determinado genoma (KURTZ et al., 2004). 
 Os cinco principais programas do pacote são:  
1. MUMmer: localiza os MUMs entre duas sequências usando uma estrutura de 
dados de árvore de sufixos; 
2. NUCmer: é um script em Perl para alinhamento de sequências de 
nucleotídeos estritamente relacionadas (por exemplo estirpes de uma mesma 
espécie); 
3. PROmer: é um script em Perl para alinhamentos de sequências de 
nucleotídeos com alguma divergência (por exemplo espécies de um mesmo 
gênero); 
4. Run-MUMmer1: script em cshell para alinhamento geral de duas sequências, 




5. Run-MUMmer3: script em cshell para alinhamento geral de sequências, 
recomendado para alinhamentos do tipo “um contra muitos” e que podem 
conter rearranjos (MUMmer 3 Manual – http://mummer.sourceforge.net/ 
manual/). 
Dentro do pacote, foram utilizados os scripts PROmer (que identifica regiões 
de sequências conservadas de proteínas, não necessariamente conservadas ao 
nível de DNA, fazendo com isso uma comparação sensível), para alinhar os dois 
genomas e gerar os arquivos de alinhamentos DELTA (usados para fazer gráficos 
dotplot) e arquivos de coordenadas COORDS  (usados para ordenar um genoma em 
relação ao outro), e NUCmer (que é uma ferramenta padrão para alinhamento de 
DNA) para calcular a identidade entre os dois genomas. Foram submetidas aos 





Os arquivos gerados pelo programa PROmer foram usados para fazer 
gráficos dotplot entre os dois genomas, através do script  MUMmerplot, também 
pertencente ao pacote MUMmer 3.0. Para interpretação dos alinhamentos nestes 
gráficos foram utilizados os arquivos de coordenadas, que serviram para verificar 
quais scaffolds ou contigs faziam parte destes alinhamentos. O sentido das 
sequências alinhadas de forma complementar reversa ao genoma de referência foi 
alterado para o sentido normal facilitando o mapeamento. 
Também foi realizada a filtragem de pontos à medida que o genoma de H. 
rubrisubalbicans foi sendo mapeado e ordenado em relação ao genoma de H. 
seropedicae, melhorando a visualização do alinhamento entre as sequências. 
A distância entre os alinhamentos das extremidades dos scaffolds/contigs 
ordenados foram usadas para estimar o tamanho do gap entre eles. Scaffolds e 
contigs que foram mapeados em mais de uma região foram identificados como 
regiões repetitivas. As sequências de tais scaffolds foram submetidas à busca por 





No mapeamento estas cópias foram inseridas tantas vezes quantas foram 
encontradas na referência. Um esquema mostrando como ocorre o mapeamento de 
contigs em relação a um genoma de referência pode ser visto na FIGURA 2.2. 
 
FIGURA 2.2 - ESQUEMA MOSTRANDO O MAPEAMENTO DE CONTIGS EM RELAÇÃO A UM 
GENOMA DE REFERÊNCIA 
Em A, é mostrada a similaridade entre os contigs e as regiões do genoma de referência, permitindo 
ordená-los conforme a posição em que essas regiões aparecem na referência (por exemplo, o 
contig4 é o primeiro e o contig7 o último). Em B, os contigs já ordenados são plotados contra o 
genoma de referência, permitindo visualizar a similaridade entre os dois genomas. Genomas 
idênticos gerariam uma linha diagonal que cruzaria o gráfico; quanto mais próximo dessa diagonal 
forem os alinhamentos, maior a similaridade entre os dois genomas. Dessa forma, nesse exemplo 
temos dois genomas muito similares. 




Para validação da montagem também foi utilizado o gráfico do GCskew 




de “C”, acumulando em intervalos pré-definidos) dos scaffolds/contigs depois de 
ordenados. O gráfico foi feito com uma função em MATLAB, utilizando intervalos de 
1.000 bases, e comparado com o gráfico do GCskew cumulativo do genoma de H. 
seropedicae, produzido da mesma forma. 
 
2.3 Fechamento de gaps e união de scaffolds 
 
2.3.1 Adição de reads Sanger à montagem 454/FLX 
 
Os reads obtidos pelo método de sequenciamento Sanger foram adicionados 
ao conjunto de dados formado por scaffolds, e aos scaffolds em conjunto com os 
contigs não representados nos scaffolds utilizando a ferramenta Consed (GORDON 
et al., 1998).  
 Consed é um editor de montagem designado para a estratégia de finalização 
de montagem genômica. Ele possibilita a interação entre o usuário e a montagem, 
permitindo correções e remontagens. A finalização de um genoma pode ser dividida 
em três etapas: visualização dos dados de montagem para propor se dados 
adicionais e edições são necessárias ou para identificar problemas de montagem; 
obtenção de dados adicionais; e correção de erros. O programa pode participar de 
qualquer uma delas (GORDON et al., 1998).    
Para utilizar o programa, os conjuntos de dados em formato FASTA 
correspondentes às montagens foram convertidos para arquivos ACE pelo script 
fasta2Ace.pl, que faz parte do programa. A adição dos reads na montagem foi 
realizada utilizando a opção addNewreads.  
 No módulo de visualização, foi observado se os reads ancoraram na 
montagem, isto é, se houve sobreposição entre reads e regiões da montagem. 
Reads que foram ancorados na montagem de forma que uma parte do read ficou 
ancorada na extremidade de um contig (seja ele isolado ou unido a outro por bases 
indeterminadas formando scaffolds) e outra parte fora deste contig, permitiram 
ampliar a sequência do contig.  
Essa ampliação foi utilizada para verificar se seria possível a união de um 
contig com outro por sobreposição de sequência. Para unir dois contigs foram 




e a sequência consenso de outro contig. A FIGURA 2.3 mostra um esquema de 
união de contigs. 
 
FIGURA 2.3 - ESQUEMA MOSTRANDO O FECHAMENTO DE UM GAP 
Na figura é mostrado um scaffold composto por dois contigs separados por um gap. Em A, um read 
ancora na extremidade do contigA tal que uma parte desse read amplia a sequência do contigA; essa 
ampliação é comparada com a extremidade do contigB visando encontrar sobreposição entre as 
sequências. Em B, uma parte do read se sobrepõe com a extremidade do contigB. Em C, essa 
sobreposição é usada para unir o read também ao contigB, de forma que a parte central desse read 
insere-se e fecha o gap. Nota-se que foi necessário um ajuste da distância do contigA para o contigB; 
isso ocorreu porque o tamanho do gap no scaffold foi estimado (por pareamento de reads), e embora 
próxima do valor real, essa distância dificilmente é exata. 
FONTE: o autor (2011) 
Para encontrar indícios de sobreposição entre a região de um contig ampliada 
por um read e a sequência de outro contig, foi usada a própria ferramenta de busca 
de similaridade do Consed. Quando essa não foi suficiente para encontrar os 
indícios, e para visualizar melhor as sobreposições, foi utilizado o programa Clustal 
2.0 (LARKIN et al., 2007).  
Este programa é uma ferramenta para realizar alinhamentos múltiplos, sendo 
capaz de alinhar conjuntos de dados rapidamente, e é de fácil utilização. O 
programa conta com a ferramenta gráfica ClustalX, que é instalada separadamente 





 A região ampliada de um contig e a extremidade do contig a que essa região 
deveria se ligar (pela formação do scaffolds ou por mapeamento em relação ao 
genoma de referência) foram separadas em formato FASTA e submetidas ao 
programa Clustal 2.0, utilizando a ferramenta gráfica ClustalX.  
Assim, foi possível verificar em qual base iniciava o alinhamento entre as 
sequências e com isso concluir quais bases deveriam ser incorporadas a um dos 
contigs para uní-los e fechar o gap (FIGURA 2.4).  
 
FIGURA 2.4 - FECHAMENTO DE UM GAP COM AUXÍLIO DOS PROGRAMAS CONSED E 
CLUSTAL 
Dentro dos quadrados brancos estão as extremidades dos contigA (em A) e contigB (em B), e entre 
eles há um gap marcado com bases indeterminadas (n). Scaffold00001 indica a sequência dos 
contigs, os códigos “HR02” indicam sequências de reads, e CONSENSUS indica a sequência 
consenso entre os contigs e os reads. Em A, o read estende a sequência consenso para o gap, 
sendo que parte dessa sequência apresenta sobreposição com a extremidade do contigB (mostrada 
verde em A e B); a parte não alinhada é marcada em vermelho. Em B, está representada a 
sobreposição com o read de A. Em C, é mostrado o alinhamento (*) feito pelo programa Clustal entre 
a parte do read que estende o contigA e a extremidade do contigB; a região em vermelho não se 
sobrepõe, e é a região que fecha o gap. 
FONTE: o autor (2011) com base em Consed e Clustal 
 
2.3.2 Identificação de diferentes sequências repetitivas 
 
Utilizando a ferramenta Consed, os problemas relacionados à montagem 
foram isolados caso a caso. Com isso, foram criados contextos envolvendo o 
fechamento de gaps, todos resolvidos conforme descrito no tópico anterior, cada um 




Regiões repetitivas também foram identificadas. Isso ocorreu através da 
grande cobertura de reads em determinados contigs; e contigs que, estendidos, 
poderiam unir-se a mais de um contig. Porém, o conjunto de dados composto pelos 
reads Sanger foi pouco representativo para solucionar estes problemas. 
 
2.3.3 Uso dos reads 454/FLX dentro da própria montagem 454/FLX 
 
Para fechar os gaps que permaneceram na montagem mesmo após a adição 
dos reads Sanger, foram utilizados os próprios reads 454/FLX. Não foi necessário 
adicionar os reads à montagem porque o programa Newbler gerou um arquivo ACE 
com os contigs (somente os contigs) e reads 454/FLX ancorados a esses contigs, e 
que pôde ser aberto no programa Consed. 
 Além disso, os reads neste arquivo ACE que estendem contigs já possuem 
em sua nomenclatura um identificador de sobreposição indicando a quais outros 
contigs esses reads também estão alinhados. Os identificadores são: “.fm”, que 
indica o contig anterior, usado para reads que estendem a extremidade esquerda; 
“.to”, que indica o contig posterior, usado para reads que estendem a extremidade 
direita; e “.pr”, que é um identificador de pareamento. Por exemplo, um read 
identificado por “GAXXXXX0000.fm99.pr101” possui parte de sua sequência 
alinhando na extremidade de um contig, outra parte estendendo esse contig na 
extremidade esquerda permitindo sobreposição com o contig99 (fm99), e seu par 
encontra-se no contig101 (pr101). Outro exemplo pode ser visto na FIGURA 2.5.  
 
FIGURA 2.5 - EXEMPLO DE READS 454/FLX ESTENDENDO A EXTREMIDADE DE UM CONTIG 
Em cada read há um ou mais identificadores, que podem ser “fm”, “to” e “pr”. Na figura, é mostrado 
um read com esses três identificadores: fm413 indica que o read apresenta sobreposição com o 
contig413; to467 indica que o read atravessa o contig e em sua outra extremidade sobrepõe-se com o 
contig467; pr466 indica que o par do read se encontra no contig466. Os asteriscos (*) indicam que 
algum read apresenta uma base na posição marcada, mas essa base não entra no consenso pelo 
fato da maioria dos reads não apresentá-la. 




Os gaps foram fechados seguindo a mesma metodologia usada para 
fechamento de gaps com reads Sanger. O fato de um read indicar a ligação do 
contig por um identificador não descartou o uso do programa Clustal, visto que 
indícios de alinhamentos foram todos conferidos.  
A maior cobertura de reads gerada pela técnica de sequenciamento 454/FLX 
permitiu uma melhor visualização de contigs correspondentes a regiões repetitivas, 
caracterizadas pela alta cobertura de reads, além de indicativos discrepantes de 
sobreposição nas extremidades desses contigs (por exemplo, alguns reads na 
mesma extremidade aparecem identificados com .fmxx, outros com .fmyy, sendo “xx 
“e “yy” contigs diferentes). 
A solução proposta para tais situações foi a inserção desses contigs diversas 
vezes no genoma, utilizando os indicativos de sobreposição, pares e mapeamento 
em relação à referência. Um esquema de resolução de uma região repetitiva pode 
ser vista na FIGURA 2.6. 
 
2.4 Montagem final 
 
A montagem final do genoma de H. rubrisubalbicans foi obtida pela 
intersecção dos gaps fechados com os dois conjuntos de reads, Sanger e 454/FLX, 
formando um único scaffold. Um resumo da metodologia usada para a montagem 
genômica dessa bactéria pode ser visto na FIGURA 2.7.  
O scaffold único obtido foi submetido ao programa DNAPlotter, que cria um 
diagrama do cromossomo permitindo visualizar suas principais características, como 
regiões codificantes e conteúdo GC (CARVER et al., 2009). 
 Informações consideradas relevantes, como gaps, gene dnaA e operons 
rRNA tiveram suas posições marcadas nesse diagrama. Eventualmente, contigs 
foram excluídos da montagem pelo fato do cromossomo fechar, pela junção de 




O scaffold único e os contigs fora da montagem final foram submetidos a uma 
pré-anotação utilizando o sistema GAAT (Genome Assembly and Analysis Tool) 




incluindo anotação de genomas. Esse sistema foi desenvolvido no Núcleo de 
Fixação Biológica de Nitrogênio da UFPR.  
No que diz respeito à anotação, o programa funciona da seguinte forma: as 
ORFs são identificadas usando o programa Glimmer (DELCHER et al., 1999); são 
identificados sítios de ligação ao ribossomo utilizando o programa RBS Finder 
(SUZEK et al., 2001); e são identificadas sequências de RNA de transferência 
utilizando o programa tRNAscan-SE (LOWE & EDDY, 1997); em seguida as ORFs 
identificadas são submetidas a busca por similaridade contra os bancos de dados 
através do programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1997); por fim, os resultados são 
armazenados em banco de dados e disponibilizados em interface Web (PISA et al., 
2010). 
 
FIGURA 2.6 - EXEMPLO DE RESOLUÇÃO DE UMA REGIÃO REPETITIVA 
No genoma original usado como exemplo, são encontradas duas regiões idênticas. No processo de 
montagem, essas regiões ficam agrupadas em uma só, o que resulta em sobreposições com duas 
regiões diferentes em cada uma das suas extremidades, confundindo a montagem. Com o uso dos 
reads pareados (brancos com brancos e pretos com pretos), é possível propor a montagem correta, 
primeiro, sabendo que a região aparece no genoma duas vezes; segundo, que a região formada por 
reads brancos deve sair da repetição e encontrar os demais reads brancos, e os reads pretos devem 
encontrar os demais reads pretos, conforme a solução proposta. 






FIGURA 2.7 - RESUMO DA METODOLOGIA USADA PARA MONTAGEM GENÔMICA DE H. 
rubrisubalbicans 
FONTE: o autor (2011) 
 
Para a anotação foi utilizado o banco de dados COG (Cluster of Orthologous 
Groups – TATUSOV et al., 2003), que foi projetado com o objetivo de classificar 
proteínas de genomas completamente sequenciados com base no conceito de 
ortologia (TATUSOV et al., 2000).  





TABELA 2.4 - CATEGORIAS FUNCIONAIS DO COG 
Código COG Descrição 
Information storage and processing 
J Translation, ribosomal structure and biogenesis 
A RNA processing and modification 
K Transcription 
L Replication, recombination and repair 
B Chromatin structure and dynamics 
Cellular processes and signaling 
D Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning 
Y Nuclear structure 
V Defense mechanisms 
T Signal transduction mechanisms 
M Cell wall/membrane/envelope biogenesis 
N Cell motility 
Z Cytoskeleton 
W Extracellular structures 
U Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport 
O Posttranslational modification, protein turnover, chaperones 
Metabolism 
C Energy production and conversion 
G Carbohydrate transport and metabolism 
E Amino acid transport and metabolism 
F Nucleotide transport and metabolism 
H Coenzyme transport and metabolism 
I Lipid transport and metabolism 
P Inorganic ion transport and metabolism 
Q Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism 
Poorly characterized 
R General function prediction only 
S Function unknown 





3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
3.1 Avaliação prévia dos scaffolds da montagem 454/FLX 
 
Os scaffolds gerados pela montagem 454/FLX passaram por uma avaliação 
prévia para que fossem obtidas informações a respeito dos gaps presentes nesse 
conjunto de dados. A TABELA 3.1 mostra os resultados obtidos. Foi verificado que 
os scaffolds 04 e 05 apresentavam muitas bases indeterminadas em suas 
sequências (45,9 e 57,9% da sequência respectivamente). Esses dois scaffolds, 
assim como o scaffold08, apresentaram conteúdo GC abaixo dos demais (51,9 e 
40,7 para os scaffolds 04 e 05, e 50,7 para o scaffold08), visto que o conteúdo GC 
desse conjunto de dados é de 61%. Com relação aos demais scaffolds, foi visto que 
os gaps tinham um tamanho inferior a 1.100 bases.  
TABELA 3.1 - AVALIAÇÃO PRÉVIA DOS SCAFFOLDS GERADOS PELOS READS 454/FLX 





dos gaps (pb) 
Número de 
Bases “n”1 
Conteúdo GC (sem 
os gaps) (%)2 
01 3.347.925 43 861 37.039 (1,1%) 61,7 
02 995.692 7 871 6.100 (6,1%) 61,3 
03 3.297 03   61,5 
04 5.812 2 1.335 2.670 (45,9%) 51,9 
05 2.889 1 1.674 1.674 (57,9%) 40,7 
06 337.086 9 702 6.319 (1,9%) 61,3 
07 612.152 3 1.013 3.039 (0,5%) 62,1 
08 4.834 0   50,7 
09 285.171 5 1.043 5.217 (1,8%) 60,8 
1 Bases indeterminadas. 
2 Nesse cálculo foram desconsideradas as bases indeterminadas. 
3 A ausência de gaps em alguns scaffolds deve-se ao fato do programa Newbler considerar também 
como um scaffold todo contig com tamanho superior a 2.000pb.  
FONTE: o autor (2011) 
 
3.2 Mapeamento e ordenação 
  
Os scaffolds da montagem 454/FLX foram ordenados em relação ao genoma 
de H. seropedicae, usado como genoma de referência. Na FIGURA 3.1 é mostrado 
o gráfico dotplot desses scaffolds em relação à referência. É possível observar 
grandes regiões de similaridade entre os dois genomas, e que compreendem quase 
a totalidade dos scaffolds, mostrando a relação taxonômica entre as duas espécies. 




programa PROmer analisar a similaridade ao nível de proteínas (comparando 
aminoácidos ao invés de nucleotídeos), tornando a análise menos sensível a 







FIGURA 3.1 - GRÁFICO DOTPLOT DOS SCAFFOLDS DE H. rubrisubalbicans CONTRA O 
GENOMA COMPLETO DE H. seropedicae 
Em vermelho estão representados alinhamentos no mesmo sentido, e em azul alinhamentos em que 
as sequências de H. rubrisubalbicans estão no sentido complementar reverso em relação ao genoma 
de referência. 
FONTE: o autor (2011), com base em MUMmer 
 
Com o auxílio do arquivo de coordenadas gerado pelo programa PROmer, foi 
possível definir a ordem de sete scaffolds. Os scaffolds 03 e 08 são muito pequenos 
(3,3kb e 4,8kb respectivamente) e não foi possível visualizá-los nos alinhamentos, 
mas foram encontrados no arquivo de coordenadas.  
A FIGURA 3.2 mostra o resultado do alinhamento dos dois genomas após a 
ordenação dos scaffolds de H. rubrisubalbicans em relação ao genoma de 
referência. Os scaffolds no sentido complementar reverso em relação ao genoma de 
referência foram reorientados e também foi realizada filtragem dos pontos. É 
possível observar melhor a alta identidade entre os dois genomas, calculada como 




genoma de H. seropedicae, estimada em 98,5%. O gráfico representa também a 
conservação da estrutura genômica entre os dois organismos. 
Os scaffolds 04 e 05 não apresentaram similaridade com o genoma de 
referência. Como mencionado anteriormente, esses scaffolds possuem conteúdo GC 
abaixo da média dos demais scaffolds. Os três contigs que compõe o scaffold04 não 
apresentaram alta similaridade com proteínas do banco de dados do NCBI (TABELA 
3.2), ao contrário dos contigs do scaffold05, que apresentaram similaridade com 
proteínas ATP phosphoribosyltransferase e proteínas externas de membrana de 
Bacteroidetes (gêneros Sphingobacterium, Pedobacter, Mucilaginibacter – TABELA 
3.3), que não estão taxonomicamente relacionados com Herbaspirillum, uma 
Proteobacteria. 
 
FIGURA 3.2 - GRÁFICO DOTPLOT DOS SCAFFOLDS DE H. rubrisubalbicans CONTRA O 
GENOMA COMPLETO DE H. seropedicae, COM FILTRO DE ALINHAMENTOS 
A figura mostra as corretas orientação e ordenação dos scaffolds de H. rubrisubalbicans em relação 
ao genoma de referência. 




TABELA 3.2 - SIMILARIDADE DOS CONTIGS QUE FORMAM O SCAFFOLD04 COM PROTEÍNAS 
DO NCBI 
Contig63 




Cobertura1  valor E    Identidade 
hypothetical protein [uncultured 
Spirochaetales bacterium 
HF0500_06B09]2 
84,30 189 40% 2,00E-33 95% 
conserved hypothetical protein 
[Faecalibacterium prausnitzii A2-
165]  
130,00 130 43% 2,00E-28 54% 
conserved domain protein 
[Faecalibacterium cf. prausnitzii 
KLE1255] 





128,00 128 43% 1,00E-27 53% 
Contig64 




Cobertura1  valor E    Identidade 
LOW QUALITY PROTEIN: 
conserved hypothetical protein 
[Bacteroides sp. 3_1_33FAA] 
>gb|EEZ19091.1 
121,00 121 29% 9,00E-26 85% 
LOW QUALITY PROTEIN: 
conserved hypothetical protein 
[Bacteroides sp. D1]  
119,00 119 29% 4,00E-25 84% 
hypothetical protein 
[Flammeovirga yaeyamensis] 109,00 109 31% 4,00E-22 71% 
hypothetical protein 
CLOLEP_01442 [Clostridium 
leptum DSM 753]  
100,00 100 49% 2,00E-19 54% 
Contig65 




Cobertura1  valor E    Identidade 
RNA methyltransferase TrmH, 
group 3 [Capnocytophaga 
sputigena Capno]  
92 169 22% 2,00E-33 65% 
conserved hypothetical protein 
[Capnocytophaga gingivalis 
ATCC 33624]  
88,2 166 22% 1,00E-32 65% 
hypothetical protein Coch_0534 
[Capnocytophaga ochracea DSM 
7271 DSM 7271] 
88,2 165 22% 3,00E-32 65% 
group 3 RNA methyltransferase 
TrmH [Chryseobacterium gleum 
ATCC 35910] 
80,5 148 22% 5,00E-27 52% 
1 Cobertura da query (sequência submetida) em relação à proteína do banco 
2 Entre colchetes “[ ]” está a bactéria a qual a proteína pertence 
A baixa porcentagem de cobertura diz que os alinhamentos não foram significantes. 




TABELA 3.3 - SIMILARIDADE DOS CONTIGS QUE FORMAM O SCAFFOLD05 COM PROTEÍNAS 
DO NCBI 
Contig226 




Cobertura1  valor E    Identidade 
ATP phosphoribosyltransferase 
[Sphingobacterium spiritivorum 
ATCC 33300]2  
273 273 86% 8,00E-72 85% 
ATP phosphoribosyltransferase 
[Pedobacter saltans DSM 12145] 239 239 87% 1,00E-61 74% 
ATP phosphoribosyltransferase 
[Mucilaginibacter paludis DSM 
18603] 
232 232 86% 2,00E-59 74% 
ATP phosphoribosyltransferase 
[Pedobacter sp. BAL39]  230 230 86% 8,00E-59 73% 
Contig227 




Cobertura1  valor E    Identidade 
outer membrane protein 
[Sphingobacterium spiritivorum 
ATCC 33300]  
243 298 99% 2,00E-72 68% 
conserved hypothetical protein 
[Sphingobacterium spiritivorum 
ATCC 33861]  
239 294 99% 2,00E-71 68% 
hypothetical protein Dfer_2554 
[Dyadobacter fermentans DSM 
18053] 
204 258 99% 2,00E-60 68% 
hypothetical protein Phep_3440 
[Pedobacter heparinus DSM 
2366]  
197 251 99% 1,00E-58 84% 
1 Cobertura da query (sequência submetida) em relação à proteína do banco 
2 Entre colchetes “[ ]” está a bactéria a qual a proteína pertence 
A alta cobertura mostra similaridade entre os contigs e as sequências do banco de dados do NCBI. 
FONTE: o autor (2011) com base em NCBI BLASTx 
 
3.2.1 Estimativa dos gaps entre scaffolds 
 
Também foi possível estimar o tamanho dos gaps que separavam os 
scaffolds e ainda localizar dois contigs externos aos scaffolds dentro do genoma, 
conforme mostra a TABELA 3.4. Parte da região inicial do scaffold09 alinhou com a 
porção final do genoma de referência. Isso ocorreu porque a sequência do genoma 
de H. seropedicae inicia na primeira base do gene dnaA (FIGURA 3.2 e TABELA 
3.4). Entretanto, ambos os genomas são circulares e a diferença observada não 
indica nenhuma diferença na estrutura dos genomas. Os contigs 467 e 336 
apresentaram relação com o scaffold08, e foi possível inferir a união entre os 




uma de suas extremidades dificultando a estimativa do tamanho do gap para o 
scaffold subsequente. 
TABELA 3.4 - MAPEAMENTO DOS SCAFFOLDS E CONTIGS E ESTIMATIVA DO TAMANHO DOS 
GAPS DE H. rubrisubalbicans USANDO COMO REFERÊNCIA O GENOMA DE H. seropedicae 
 
Posição do alinhamento no genoma de 
referência (H. seropedicae)  
Scaffold/contig Início Fim 




 1 184421 0 
Scaffold03 184422 187863 7 
Scaffold06 187871 519301 105 
Scaffold08 519407 524236 1152 
Scaffold07 525389 1352503 5 
Scaffold03 1352509 1355769 4 
Scaffold01 1355774 4442607 252 
contig467 4442860 4443539 0 
Scaffold08
3
 4443540 4448373 0 
contig336 4448374 4448472 -23 
Scaffold02
4
 4448450 5420074 8083 
contig467 5428158 5428831 0 
Scaffold08 5428832 5433663 0 
contig336 5433664 5433760 180 
Scaffold09 5433941 5513887  
1 Os tamanhos dos gaps foram inferidos medindo a distância a partir das extremidades dos 
fragmentos alinhados no genoma referência 
2 O scaffold09 alinhou no início e final do genoma de referência por conter o gene dnaA  
3 O scaffold08 apresentou relação com os contigs 346 e 467 
4 O scaffold02 apresentou baixa similaridade com o genoma de referência em uma de suas 
extremidades e o gap para o contig subsequente ficou superestimado; ao mesmo tempo, houve 




Informações a respeito de regiões repetitivas também foram levantadas por 
pesquisa por similaridade contra o banco de dados do NCBI. O scaffold08 foi 
identificado contendo o operon 16S-23S-5S rRNA, e o scaffold03 contendo um 
cluster de genes relacionados com o transporte de aminoácidos. Através da 
comparação com a sequência do genoma de H. seropedicae, foi possível inferir que 
as sequências destes scaffolds ocorrem em diferentes regiões do genoma: três 







FIGURA 3.3 - VISÃO ESQUEMÁTICA DO GENOMA DE H. rubrusubalbicans 
O círculo simboliza o genoma de H. rubrisubalbicans com a localização de cada scaffold, 
representados por fragmentos separados por linhas pontilhadas. As setas, quando presentes, indicam 
qual scaffold é representado no fragmento. Dentro dos quadrados estão o tamanho e informação a 
respeito de genes contidos nos scaffolds. Os scaffolds 04 e 05 não tiveram posição definida dentro do 
genoma. 




Com a ordenação dos scaffolds foi construído um draft do genoma de H. 
rubrisubalbicans, usado na avaliação do GCskew cumulativo como mostra a 
FIGURA 3.4. O padrão estável do gráfico do GCskew cumulativo (metade 
ascendente e metade descendente, sem grandes picos que fogem a esse padrão), 
aliado àquilo que foi observado nos gráficos dotplot, foram considerados relevantes 




scaffolds mantiveram sua integridade ao alinhar com o genoma de referência, 
permitindo o início do trabalho de fechamento de gaps.  
O padrão observado para o GCskew no genoma de H. rubrisubalbicans é 
muito próximo àquele observado para o genoma de H. seropedicae mostrando, mais 
uma vez, o alto grau de similaridade entre estas espécies. 
 
FIGURA 3.4 - GRÁFICO DO GCSKEW CUMULATIVO DOS SCAFFOLDS ORDENADOS DE H. 
rubrisubalbicans 
Em azul, GCskew de H. rubrisubalbicans. Em verde, GCskew de H. seropedicae. Metade dos dois 
genomas apresentam valor de CGskew que acumula com valores crescentes, na outra metade o 
GCskew acumula com valores decrescentes. O scaffold09 foi quebrado entre as posições que 
alinharam no início e final do genoma de referência para a construção do gráfico. O intervalo utilizado 
para o cálculo do GCskew foi de 1.000pb. 
FONTE: o autor (2011) 
 
3.3 Adição de reads Sanger à montagem 454/FLX 
 
Os reads Sanger foram adicionados a dois conjuntos de dados, compostos 




sobre a ancoragem desses reads podem ser vistos na TABELA 3.5. Os reads 
distribuíram-se bem entre os scaffolds, embora 7.638 reads não tenham sido 
ancorados aos scaffolds pela baixa qualidade das sequências. Quando os contigs 
foram incorporados a esse conjunto de dados, mais reads foram ancorados, mas 
ainda assim 7.478 não tiveram similaridade com esse novo conjunto de dados. 
TABELA 3.5 - NÚMERO DE READS SANGER ANCORADOS AOS SCAFFOLDS E AOS CONTIGS 
Scaffolds/contigs 
Reads Sanger adicionados 
aos scaffolds e contigs 
Reads Sanger adicionados 
por Kb 
Scaffold01 8.166 0,41 
Scaffold02 3.016 0,33 
Scaffold03 32 0,10 
Scaffold04 0 - 
Scaffold05 0 - 
Scaffold06 877 0,38 
Scaffold07 1.662 0,37 
Scaffold08 41 0,18 
Scaffold09 931 0,32 
Contigs 265 0,48 
Total adicionado 14.990 0,38 
Não adicionados 7.478 - 
Total 22.468 - 
FONTE: o autor (2011) com base em Consed 
 
3.3.1 Fechamento de gaps utilizando os reads Sanger 
 
Dentro do cenário formado pelos reads Sanger adicionados aos scaffolds da 
montagem 454/FLX, avaliada e ordenada a um genoma de referência, teve início o 
fechamento manual dos gaps dentro desses scaffolds, utilizando o programa 
Consed. Quatro diferentes contextos básicos foram observados envolvendo os reads 
Sanger e o tamanho dos gaps fechados (FIGURA 3.5): 
a) Cada sequência de reads Sanger continha uma região capaz de parear 
com uma das extremidades do contig e o restante da sequência contida no 
gap. Foram fechados cinco gaps nesse contexto.  
b) Cada sequência de reads Sanger continha uma região capaz de parear 
com uma das extremidades do contig e o restante da sequência contida no 
gap. Entretanto, não foi observada sobreposição entre as sequências, 
indicando que o preenchimento do gap só poderia ser feito com adição de 
outra sequência.   
c) Cada sequência de reads Sanger continha uma região capaz de parear 




gap. Entretanto, o preenchimento do gap necessitaria da adição de uma 
cadeia de novas sequências pela extensão de seu tamanho. Esse 
contexto é apenas uma extensão do conceito anterior (b), sendo que 13 
gaps foram fechados nessas duas circunstâncias.  
d) Uma sequência de read Sanger era capaz de parear com uma das 
extremidades do contig, parte do restante da sequência estava contida no 
gap, e o restante pareava com a extremidade do contig desde que fossem 
descartadas as bases indeterminadas excedentes do gap. Seis gaps 






























FIGURA 3.5 - SITUAÇÕES ENCONTRADAS NO FECHAMENTO DOS GAPS NOS SCAFFOLDS DE 
H. rubrisubalbicans UTILIZANDO OS READS SANGER 
Os scaffolds são representados pela união de dois contigs por um gap. Em A, reads estendem cada 
uma das pontas dos contigs que flanqueiam os gaps e encontram-se, fechando esse gap. Em B, os 
reads estendem cada uma das pontas dos contigs que flanqueiam o gap, mas não se encontram 
diretamente; um read acessório é usado para fazer a intersecção dos dois reads e fechar o gap. Em 
C, dois reads estendem cada uma das pontas dos contigs que flanqueiam os gaps, mas também não 
se encontram; são necessárias várias intersecções de reads para fechar o gap. Em D, um único read 
estende a ponta de um contig e atinge o contig subseqüente (sequências em cinza escuro), 
permitindo o fechamento do gap; nesse caso, o tamanho do gap é menor do que foi estimado 
(observar que a parte branca, gap estimado, é muito maior que a parte cinza clara, gap fechado). 




Nos casos “a”, “b” e “c” os gaps são geralmente maiores do que o tamanho 
estimado, já no caso “d” os gaps são menores do que o estimado. Exemplos 
representados nos esquemas da FIGURA 3.5 podem ser vistos na FIGURA 3.6. 
Para auxiliar a encontrar indícios de sobreposição vistos na FIGURA 3.6, que 
permitiram o fechamento dos gaps, foi utilizado o programa Clustal. 
 
FIGURA 3.6 - EXEMPLOS DE SITUAÇÕES ENCONTRADAS NO FECHAMENTO DE GAPS 
UTILIZANDO OS READS SANGER 
Em A, um gap menor que o esperado fechado pela sobreposição (em vermelho) de dois reads em 
direções opostas que se encontram (ver FIGURA 3.5, A). Em B, imagens das pontas de dois contigs 
unidos por um read; esse read entende um dos contigs, fecha um gap de poucas bases e em seguida 
se sobrepõe (em vermelho) à ponta do outro contig (ver FIGURA 3.5, D). Em C, os contigs foram 
estendidos (em azul) por reads, mas há um problema de sobreposição (em vermelho) pelo fato do 
tamanho estimado do gap ser menor que seu tamanho real; as pontas devem ser afastadas para que 
a extensão continue e as duas extremidades se encontrem (ver FIGURA 3.5, B e C). 
FONTE: o autor (2011) com base em Consed 
 
3.3.2 Divergência de scaffolds 
 
Casos também observados no conjunto de dados compostos pelos scaffolds 
correspondem ao fato de alguns reads que, ao estenderem uma ponta do gap, 




como mostra o esquema da FIGURA 3.7. Foi proposto que isso ocorreu devido a 
regiões repetitivas no genoma, que não foram resolvidas de imediato pela 
complexidade do problema e limitação do número de reads Sanger. Os 20 gaps 
correspondentes a esses casos foram fechados parcialmente, apenas pela extensão 
do read que ancorou numa das extremidades do contig. 
 
FIGURA 3.7 - ESQUEMA REPRESENTANDO DIVERGÊNCIA NA INTEGRIDADE DE UM 
SCAFFOLD AO SER ESTENDIDO POR READS SANGER 
Um determinado contig (em azul) ao ser estendido por reads Sanger para fechar o gap desse para o 
contig subsequente (em verde) acaba chegando a outro contig (em roxo) não relacionado pela 
montagem do scaffold. A explicação para tal caso é que o gap corresponde a uma região repetitiva no 
genoma que pode tomar caminhos distintos no processo de montagem, como também é mostrado na 
figura. 
FONTE: o autor (2011) 
 
3.3.3 Gaps fechados com contigs 
 
Analisando o conjunto de dados onde os reads foram adicionados aos contigs 
e scaffolds, outros cinco gaps puderam ser fechados. Foi possível notar também a 




exigia nenhuma extensão de sequência por parte dos reads, mas somente o indício 
da sobreposição. A FIGURA 3.8 mostra um desses casos.  
A causa atribuída para o fato desses contigs não serem incorporados nos 
scaffolds foi que eles estavam relacionados a repetições no genoma, e se 
encaixariam em diferentes regiões. Como os reads que formam essas regiões ficam 
colabados no processo de montagem, o montador conta com apenas um contig para 
fechar diversos gaps, não conseguindo solucionar o problema.  
Dessa forma, foi atribuído que grande parte dos gaps deveria corresponder a 
tais contigs, e não a falhas do método shotgun ou de sequenciamento. 
A TABELA 3.6 mostra o número total de gaps internos aos scaffolds que 
foram fechados com a adição dos reads Sanger à montagem com reads 454/FLX.  
 
FIGURA 3.8 - UM EXEMPLO DE INSERÇÃO DE CONTIG PERFEITAMENTE EM UM GAP 
Em A e B são as duas extremidades de um mesmo contig (contig482) que fecham um gap no meio 
do scaffold06. A inserção do contig não necessita extensão das sequências das extremidades do 
scaffold, ao contrário do que foi visto, por exemplo, na FIGURA 3.5 (B). 




TABELA 3.6 - GAPS FECHADOS COM OS READS SANGER 
Scaffold Gaps iniciais Gaps Fechados 
Gaps Parcialmente 
fechados 
01 43 17 12 
02 7 4 3 
03 - - - 
04 2 - - 
05 1 - - 
06 9 3 2 
07 3 1 2 
08 - - - 
09 5 4 1 
    
Total 70 29 20 
29 gaps foram fechados por completo e 20 foram parcialmente fechados devido à divergência de 
scaffolds. 
 
3.3.4 União de scaffolds 
 
Sobreposições que permitiram unir scaffolds também foram encontradas 
como mostram as FIGURAS 3.9 e 3.10. O scaffold03 em uma das extremidades 
apresentou sobreposição com o scaffold06 e na outra extremidade com o scaffold07, 
confirmando a ligação inferida pelo mapeamento em relação ao genoma de 
referência (ver TABELA 3.4). 
 
FIGURA 3.9 - UNIÃO DOS SCAFFOLDS 03 E 06 
Os scaffolds aparecem marcados em azul. A sobreposição está representada em vermelho, sendo 
que o alinhamento ocorre no sentido complementar reverso. 





FIGURA 3.10 - UNIÃO DOS SCAFFOLDS 03 E 07 
Os scaffolds aparecem marcados em azul. A sobreposição está representada em vermelho, sendo 
que o alinhamento ocorre no sentido complementar reverso. 
FONTE: o autor (2011) com base em Consed 
Porém, por se tratar de uma região repetitiva que era esperada aparecer duas 
vezes no genoma, na mesma extremidade em que o scaffold03 liga-se ao scaffold06 
ele também se liga ao scaffold01, e na outra extremidade liga-se ao scaffold07 e 
também ao scaffold09. Isso gerou um problema na montagem genômica, visto que 
essa região do genoma ficaria truncada somente com os indícios de sobreposição 
encontrados, como mostra a FIGURA 3.11 (ver também TABELA 3.4).  
O conhecimento de que havia duas cópias desse scaffold no genoma tornou 
possível isolar o problema, o que demonstra a importância do mapeamento 
genômico em relação a uma referência. 
 
FIGURA 3.11 - ESQUEMA REPRESENTANDO A REGIÃO QUE ENVOLVE O SCAFFOLD03 
Como não foram encontrados indícios de ligação do scaffold03 com os scaffolds 01 e 09, o genoma 
ficaria truncado, fazendo um caminho restrito pelos scaffolds 06, 07, 08. 





3.3.5 União entre scaffolds e contigs 
 
Foram encontradas sobreposições que confirmaram a união entre o 
scaffold08 em cada uma das suas extremidades aos contigs 467 e 336 
respectivamente, como mostram as FIGURAS 3.12 e 3.13. 
 
FIGURA 3.12 - INDÍCIO DE SOBREPOSIÇÃO ENTRE O SCAFFOLD08 E O CONTIG467 
O indício de sobreposição está destacado em vermelho. 
FONTE: o autor (2011) com base em Consed 
 
FIGURA 3.13 - INDÍCIO DE SOBREPOSIÇÃO ENTRE O SCAFFOLD08 E O CONTIG336 
O indício de sobreposição está destacado em vermelho. 
FONTE: o autor (2011) com base em Consed 
 
3.3.6 Contigs correspondentes às regiões repetitivas 
 
Contigs relacionados a regiões repetitivas foram identificados pela grande 
sobreposição de reads ancorados em suas sequências, pelos pares desses reads 
que estavam espalhados pela montagem, e pela própria repetição em que foram 
encontrados no fechamento dos gaps. Dentre eles, foram identificados os contigs 




 No entanto, essa identificação não foi suficiente para resolver os gaps que 
ainda restavam na montagem. Como o conjunto de dados obtidos pelo 
sequenciamento Sanger foi limitado, houve o retorno para os dados provenientes do 
método 454. 
  
3.4 Uso dos reads 454/FLX 
 
Com o uso do conjunto de dados obtidos pelo método de sequenciamento 
454/FLX, situações de montagem observadas com o uso dos dados obtidos pelo 
método Sanger ficaram mais claras. Neste conjunto de dados os scaffolds foram 
particionados em contigs.   
 A falsa divergência de scaffolds (ver FIGURA 3.7) observada e atribuída às 
repetições confirmou-se, mostrando que a integridade dos scaffolds era mantida 
desde que fossem tomados os caminhos corretos dentro das áreas de repetição. Um 
exemplo de diferentes caminhos que podem ser tomados dentro de uma região 
repetitiva pode ser visto na FIGURA 3.14 do tópico seguinte, que mostra a resolução 
do problema do scaffold03 abordado anteriormente. 
 
3.4.1 Resolução da repetição do scaffold03 
 
Com uso do conjunto de dados 454/FLX, todos os scaffolds foram unidos. A 
FIGURA 3.14 mostra a resolução do scaffold03 (contig60), confirmando que se trata 
de uma região repetida duas vezes no genoma e que se liga aos outros scaffolds 






FIGURA 3.14 - RESOLUÇÃO DA INSERÇÃO DO SCAFFOLD03 NA MONTAGEM 
A e B representam cada uma das extremidades do scaffold. Em A, destacado em azul, estão 
representados indícios de ligação com o contig46 (fm46 – from contig46) que está na extremidade do 
scaffold01; destacado em vermelho estão indícios de ligação com o contig343 que está na 
extremidade do scaffold06. Em B, destacado em verde, estão indícios de ligação com o contig416 (to 
416 – to contig416) que está na extremidade do scaffold07; em roxo, estão indícios de ligação com o 
contig468 que está na extremidade do scaffold09. 
FONTE: o autor (2011) com base em Consed 
 
3.4.2 Resolução da repetição do scaffold08 
 
As regiões no genoma correspondentes aos operons rRNA que em sua maior 
parte são formadas pelo scaffold08, também foram resolvidas. Os indícios de 
sobreposições apontaram para três repetições desse scaffold conforme foi previsto 
pelo mapeamento em relação ao genoma de referência. As inserções de suas 
cópias na montagem genômica estão esquematizadas na FIGURA 3.15. Os indícios 
de sobreposição e o modo como esse scaffold ligou-se aos demais podem ser vistas 




 Houve divergência entre os dados obtidos através do mapeamento em 
relação ao genoma de referência e à união entre os scaffolds na montagem: no 
mapeamento, uma das cópias do scaffold08 (que está entre os scaffolds 06 e 07) 
não está relacionada com os contigs 336 e 467 (ver TABELA 3.4); na montagem, 
todas as cópias se relacionam com o contig467, mas a cópia que liga os scaffolds 01 
e 02 é a que não está relacionada com o contig336.  
 O fato do scaffold08 se ligar ao scaffold02 sem o auxílio do contig336 pode 
explicar o gap “negativo” observado na TABELA 3.4. Isso deve ter ocorrido por 
pequenas diferenças entre as cópias dos operons rRNA. 
 
FIGURA 3.15 - ESQUEMA REPRESENTANDO AS INSERÇÕES DO SCAFFOLD08 NA MONTAGEM 
GENÔMICA DE H. rubrisubalbicans 
Em A estão representadas as ligações do scaffold08 com os demais scaffolds. Em B, um esquema 
mostrando como as repetições do scaffold08 se comportaram na montagem (as cores representam 
os contigs/scaffolds de A). 
FONTE: o autor (2011) 
 





FIGURA 3.16 - LIGAÇÃO DE UMA DAS EXTREMIDADES DO SCAFFOLD08 A OUTROS 
SCAFFOLDS 
Em A, a extremidade do scaffold08 (contig466) liga-se somente com o contig467 (destaque em 
vermelho), o qual não faz parte de nenhum scaffold. Em B, o contig467 liga o scaffold08 ao contig48 
(destaque em azul) que está na extremidade do scaffold02; ao mesmo tempo há indícios de ligação 
do contig467 com o contig1 (destaque em vermelho), que não pertence a nenhum scaffold, dando 
continuação à extensão do scaffold08. Em C, o contig1 apresenta indício de ligação com os contig 3 
(em azul, corresponde à extremidade do scaffold01) e 413 (em vermelho, corresponde à extremidade 
do scaffold07). 





FIGURA 3.17 - LIGAÇÃO DA OUTRA EXTREMIDADE DO SCAFFOLD08 A OUTROS SCAFFOLDS 
Em A, a extremidade do scaffold08 (contig466) liga-se com o contig336 (destaque em vermelho) e 
com o scaffold02 (contig55 – destaque em azul). Em B, o contig336 liga o scaffold08 ao contig352 
(destaque em vermelho) que está na extremidade do scaffold06; ao mesmo tempo há indícios de 
ligação do contig336 com o contig473 (destaque em azul), que está na extremidade do scaffold07. 
FONTE: o autor (2011) com base em Consed 
 
3.4.3 Regiões repetitivas 
 
Da mesma forma como foram resolvidas as repetições dos scaffolds 03 e 08, 
foram resolvidas as demais repetições. Contigs correspondentes a essas regiões, 
em alguns casos, uniram-se entre si complicando ainda mais o processo de 
montagem. Mesmo assim foi possível estabelecer relações entre esses contigs e as 
regiões do genoma onde estavam inseridos. 56 gaps correspondiam a tais regiões, e 
as informações contidas nelas foram obtidas por busca de similaridade com o 




TABELA 3.7 - INFORMAÇÕES A RESPEITO DAS REGIÕES REPETITIVAS ENCONTRADAS NO 
GENOMA DE H. rubrisubalbicans 
Contig(s) que formam a 
região de repetição 





Contigs 478, 460 
Integrase catalytic region [Acidithiobacillus 
ferrooxidans ATCC 53993] 14 
Contigs 58,56,478,460 
Integrase catalytic region [Acidithiobacillus 
ferrooxidans ATCC 53993]  1
2 
Contig58 putative transposase Tnp [Aeromonas salmonicida] 3 
Contigs 59, 476 Transposase [Burkholderia dolosa AUO158] 9 
Contigs 59, 57, 475 Transposase [Burkholderia dolosa AUO158] 4 
Contig475 protein of unknown function DUF1121 [Desulfonatronospira thiodismutans ASO3-1] 1 
Contig454 
hypothetical protein PGUG_01214 [Pichia 
guilliermondii ATCC 6260] 3 
Contig358 transcriptional regulator, LysR family protein [Erythrobacter sp. SD-21]  2 
Contig61 
VGR-related protein [Herbaspirillum seropedicae 
SmR1] 2 
Contig461 
VGR-related protein [Herbaspirillum seropedicae 
SmR1] 2 
Contig480 putative hemagglutinin-related protein (fragment) [Ralstonia solanacearum PSI07]  2 
Contigs 2, 431, 47 
putative filamentous hemagglutinin [Erwinia 
amylovora CFBP1430] 1 
Contigs 2, 440, 47 filamentous hemagglutinin family outer membrane protein [Dickeya dadantii Ech586]  1 
Contig66 
hypothetical protein Hsero_3259 [Herbaspirillum 
seropedicae SmR1]  1 
Contigs 66, 450 
hypothetical protein Hsero_1595 [Herbaspirillum 
seropedicae SmR1] 2 
Contig482 phospholipase [Herbaspirillum seropedicae SmR1] 2 
Contig62 
EF-Tu elongation factor protein [Herbaspirillum 
seropedicae SmR1] 2 
Contig446 
conserved hypothetical protein [Stenotrophomonas 
sp. SKA14] 2 
Contig481 
hypothetical protein Bamb_6518 [Burkholderia 
ambifaria AMMD] 2 
1 Entre colchetes “[ ]” está o organismo em que se encontra a proteína 
2 Embora algumas regiões apareçam com apenas uma ocorrência, alguns dos contigs que formam 
essas regiões aparecem mais de uma vez no genoma, como os contigs 478 e 460  




 As regiões que envolviam os contigs 460 e 478, e as que envolviam os 
contigs 59 e 476 foram identificadas como altamente repetitivas. Os indícios de 
inserção dessas sequências podem ser vistas nas FIGURAS 3.18 e 3.19.  
 
FIGURA 3.18 - INSERÇÕES DOS CONTIGS 460 E 478 
Em A é mostrado o contig 460. Em B, é mostrado o contig 478. Marcados em roxo estão os reads 
que ligam esses contigs a diferentes regiões do genoma (nos reads o número depois de “.fm” em A, e 
“.to” em B, indicam com quais outros contigs eles estão ligados). Dessa forma, é possível perceber 
que esses dois contigs ligam-se a diversos outros contigs ao mesmo tempo. O contig478 apresentou 
um menor número de inserções em relação ao contig460 porque em alguns casos ele uniu-se ao 
contig56 (formando a região composta pelos contigs 58, 56, 478, 460), e nesses casos quem ficou na 
extremidade fazendo a inserção no genoma foi o contig58. 





FIGURA 3.19 - INSERÇÕES DOS CONTIGS 59 E 476 
Em A é mostrado o contig 59. Em B, é mostrado o contig 476. Marcados em roxo estão os reads que 
ligam esses contigs a diferentes regiões do genoma (nos reads o número depois de “.to” em A, e “.fm” 
em B, indicam com quais outros contigs eles estão ligados). Dessa forma, é possível perceber que 
esses dois contigs ligam-se a diversos outros contigs ao mesmo tempo. A diferença entre o número 
de inserções entre esses dois contigs se deve ao fato do contig59 estar relacionado com os contigs 
57 e 475, formando outra região repetitiva. 
FONTE: o autor (2011), com base em Consed 
As regiões repetitivas que envolviam os contigs 2 e 47 foram montadas de 
forma diferentes, isso porque em cada um dos dois casos esses contigs foram 
ligados por contigs distintos (431 e 440). Indícios de ligações envolvendo esses 





FIGURA 3.20 - INSERÇÕES DOS CONTIGS 47 E 2 
Em A são mostradas cada uma das extremidades do contig 47. Em B, são mostradas cada uma das 
extremidades do contig 2. Marcados em roxo estão os reads que ligam esses contigs a diferentes 
regiões do genoma (nos reads o número depois de “.fm” e “.to” indicam com quais outros contigs eles 
estão ligados). Dessa forma, esses dois contigs são ligados por outros dois contigs (431 e 440), 
resultando em duas regiões compostas por três contigs (“47, 431, 2” e “47, 440, 2”). Cada uma delas 
liga-se a uma região do genoma (a primeira entre os contigs 38 e 39, e a outra entre os contigs 350 e 
351).   
FONTE: o autor (2011), com base em Consed 
 As regiões formadas pelos contigs 482 (composto por 1065pb, e flanqueando 
o contig342 que tem 506pb), 62 (composto por 1191pb, flanqueando o contig470 
que tem 20.102pb), 446 (composto por 372pb, flanqueando o contig52 que tem 
1826pb) e 481 (composto por 462pb, franqueando o contig20 que tem 1050pb), 
isoladamente, apresentaram a particularidade de estarem separadas por um único 
contig. Com exceção das cópias do contig62 que são separadas por mais de 20 mil 
bases, as demais são separadas por contigs pequenos (entre 500 e 2000pb). Isso 
fez com que alguns pares de reads nesses contigs apontassem para o próprio 
contig.  
O tamanho desses contigs, entre 300 e 1000pb, é insuficiente para comportar 
um par de reads, cuja distância média foi estimada em ~2500pb. A explicação para 
esse fato é a curta distância entre as regiões repetitivas mostrada no esquema da 
FIGURA 3.21. A alta cobertura dos reads 454/FLX proporcionou pares que 
apontavam para fora da repetição e permitiram resolver esse problema. As 











FIGURA 3.21 - COMPORTAMENTO DOS PARES DE READS EM REPETIÇÕES DISTANTES E 
PRÓXIMAS ENTRE SI 
As regiões repetitivas estão mostradas em azul, regiões normais em verde e laranja, e os pares de 
reads indicados por setas. Em A são mostradas repetições distantes entre si; nesse caso os pares de 
reads tem utilidade (setas azuis) para formar scaffolds e resolver as repetições (indicando que 
existem duas repetições, uma que liga os contigs verdes e outra que liga os contigs laranja). Em B, as 
regiões repetitivas estão muito próximas entre si; isso faz com que os pares de reads apontem para 
uma região que supostamente é a mesma em que o read já se encontra (setas vermelhas), 
confundindo a montagem.  
FONTE: o autor (2011) 
 
3.5 Montagem final 
 
Utilizando os reads 454/FLX foram fechados 58 gaps dentro dos scaffolds 
(TABELA 3.8). A união desse conjunto com o conjunto de gaps fechados com o uso 





FIGURA 3.22 - EXTREMIDADES DOS CONTIGS QUE FORMAM REPETIÇÕES PRÓXIMAS ENTRE 
SI 
 “A” representa as extremidades do contig446; “B” representa as extremidades do contig481; “C” 
representa as extremidades do contig482. Os reads (marcados em roxo) indicam as ligações desses 
contigs com os demais (ver números após “.fm” e “.to”). Também estão marcados reads cujo par está 
no mesmo contig mostrado (ver número após “.pr”), por exemplo, em A (contig446) o primeiro read 
mostrado tem um par que aponta para o próprio contig (.pr446). 
FONTE: o autor (2011), com base em Consed 
TABELA 3.8 - GAPS FECHADOS COM OS READS 454/FLX 
Scaffold Gaps Gaps Fechados 
01 43 37 
02 7 7 
03 - - 
04 2 - 
05 1 - 
06 9 6 
07 3 3 
08 - - 
09 5 5 
   
Total 70 58 






FIGURA 3.23 - DIAGRAMA DE VENN MOSTRANDO O NÚMERO DE GAPS FECHADOS COM OS 
READS SANGER E 454/FLX 
Na região mais escura estão representados os gaps fechados unicamente com os reads FLX, e na 
região mais clara, gaps fechados unicamente com os reads Sanger. A cor intermediária representa os 
gaps fechados com os dois conjuntos de reads. 
FONTE: o autor (2011) 
 
3.5.1 Contigs fora da montagem 
 
O número de contigs que fazem parte dos scaffolds juntamente com o número 
de contigs usados para unir esses contigs dentro desses scaffolds corresponde a 
100 contigs. Isso significa que 372 contigs não foram incorporados à montagem. 
Esses contigs foram analisados quanto à cobertura (TABELA 3.9). Foi observado 
que essa cobertura é muito inferior a do restante do genoma, o que pode 
representar um problema de sequenciamento. 
TABELA 3.9- COBERTURA DOS CONTIGS DENTRO E FORA DA MONTAGEM GENÔMICA DE H. 
rubrisubalbicans 
 Contigs dentro da montagem Contigs fora da montagem 
Número de bases (pb) 5.544.367 174.155 
Média de bases por contig 55.444,7 468,16 
Número de reads 871.793 2.629 
Média de reads por contig 8.717,9 7,07 
Cobertura1 62,9x 6,04x 
Intervalo de cobertura2 (pb) 5,1 73,56 
Conteúdo GC (%) 60,5% 41,6% 
1 Levando em consideração que os reads possuem em média 400pb. 
2 Obtida pela divisão da média de bases nos contigs pela média de reads nos contigs. Indica a 





3.5.2 Gaps não fechados 
 
Restaram sete gaps na montagem após o uso dos dois conjuntos de reads. 
Desses, três estavam nos scaffolds 04 e 05, cujos contigs foram excluídos da 
montagem, deixando de fazer parte do genoma. 
Os quatro gaps restantes correspondem às regiões que ligam os contigs 4 e 5 
(gap estimado em 272 bases); contigs 6 e 7 (gap estimado em 171 bases); contigs 
344 e 345 (gap estimado em 190 bases); contigs 348 e 349 (gap estimado em 170 
bases) (FIGURAS 3.24 a 3.27).  
Os indícios de sobreposição encontrados foram considerados irrelevantes 
para unir esses contigs. Informações a respeito da similaridade das extremidades 
dos contigs (500pb) com outras proteínas foram obtidas através do programa 
BLASTx, realizado on line no site NCBI, com o intuito de verificar se as proteínas 
que flanqueavam os gaps formavam uma única unidade, permitindo inferir a ligação 
entre os contigs. Os resultados, que podem ser vistos nas TABELAS 3.10 a 3.13, 
não foram significativos para assumir a ligação entre contigs devido à baixa 
identidade e/ou cobertura encontradas.  
 
FIGURA 3.24 - EXTREMIDADES DOS CONTIGS 4 E 5 
A sequência consenso indica cada um desses contigs, respectivamente. Há poucas bases 
estendendo essas extremidades e nenhum sinal de sobreposição entre elas. 





FIGURA 3.25 - EXTREMIDADES DOS CONTIGS 6 E 7 
A sequência consenso indica cada um desses contigs, respectivamente. Algumas sequências 
estendem o contig6, proporcionando um indício de ligação com o contig7 (destacada em vermelho), 
mas que não foi considerado relevante para unir as duas extremidades. 
FONTE: o autor (2011), com base em Consed 
 
FIGURA 3.26 - EXTREMIDADES DOS CONTIGS 344 E 345 
A sequência consenso indica cada um desses contigs, respectivamente. Em vermelho está 
destacado um indício de sobreposição, mas que não foi considerado relevante. 






FIGURA 3.27 - EXTREMIDADES DOS CONTIGS 348 E 349 
Cada um dos contigs está representado na sequência consenso. Em vermelho está marcado um 
indício de sobreposição. Embora exceda 20 bases, esse indício não foi considerado seguro porque a 
sobreposição se dá com um read no contig349 e não com a sequência consenso do contig. Além 
disso, foram considerados indícios de sobreposição sequências de 15 bases estendendo o contig, 
desconsiderando qualquer base que fizesse parte dele. 
FONTE: o autor (2011), com base em Consed 
TABELA 3.10 - SIMILARIDADE DAS EXTREMIDADES DOS CONTIGS 4 E 5 OBTIDAS POR 
PESQUISA BLASTX 
Extremidade do contig4 




Cobertura1  valor E    Identidade 
hypothetical protein Hsero_3790 
[Herbaspirillum seropedicae SmR1]2  151 151 41% 3,00E-35 95% 
hypothetical protein [Curvibacter 
putative symbiont of Hydra 
magnipapillata] 
134 134 41% 4,00E-30 85% 
hypothetical protein PACG_01347 
[Pseudomonas aeruginosa C3719]  126 126 41% 1,00E-27 81% 
protein of unknown function DUF344 
[Variovorax paradoxus S110]  125 125 41% 3,00E-27 82% 
protein of unknown function DUF344 
[Variovorax paradoxus EPS] 124 124 41% 3,00E-27 81% 
Extremidade do contig5 




Cobertura1  valor E    Identidade 
DNA polymerase III subunit 
gamma/tau [Herbaspirillum 
seropedicae SmR1]  
35.4 35.4 21% 2.6 48% 
1 Cobertura da query (sequência submetida) em relação à proteína do banco 
2 Entre colchetes “[ ]” está a bactéria a qual a proteína pertence 





TABELA 3.11 - SIMILARIDADE DAS EXTREMIDADES DOS CONTIGS 6 E 7 OBTIDAS POR 
PESQUISA BLASTX 
Extremidade do contig6 




Cobertura1  valor E    Identidade 
glucokinase [Herbaspirillum 
seropedicae SmR1]2  190 190 63% 5,00E-47 87% 
Glucokinase/transcriptional regulator, 
RpiR family, fusion [Burkholderia 
glumae BGR1]  
136 136 62% 1,00E-30 63% 
glucokinase [Burkholderia 
multivorans CGD2M]  134 134 56% 4,00E-30 66% 
glucokinase [Burkholderia 
multivorans CGD1]  134 134 56% 4,00E-30 66% 
bifunctional glucokinase/RpiR family 
transcriptional regulator [Burkholderia 
cenocepacia J2315]  
134 134 56% 4,00E-30 66% 
Extremidade do contig7 




Cobertura1  valor E    Identidade 
TPR repeat-containing protein 
[Herbaspirillum seropedicae SmR1]  
144 144 51% 4,00E-33 75% 
TPR repeat-containing protein 
[Burkholderia sp. CCGE1002]  
128 128 51% 3,00E-28 69% 
TPR repeat-containing protein 
[Burkholderia sp. H160]  
127 127 51% 6,00E-28 67% 
TPR repeat-containing protein 
[Burkholderia phytofirmans PsJN]  
122 122 51% 2,00E-26 65% 
TPR repeat-containing protein 
[Burkholderia sp. Ch1-1]  
121 121 50% 3,00E-26 64% 
1 Cobertura da query (sequência submetida) em relação à proteína do banco 
2 Entre colchetes “[ ]” está a bactéria a qual a proteína pertence 
FONTE: o autor (2011) com base em NCBI BLASTx 
Foi observado que o tamanho de alguns reads próximos às extremidades 
desses contigs era reduzido, como se houvesse uma “barreira” impedindo o 
sequenciamento dos fragmentos. Isso pode ser vista na FIGURA 3.28. 
Isto também foi observado nos gaps que não foram fechados com os reads 
454/FLX, mas que puderam ser fechados com os reads Sanger. Nesses casos, o 
tamanho do gap estava superestimado, e é esperado que esteja acontecendo o 





3.5.3 Genoma final 
 
Com o fechamento dos 63 gaps dentro dos scaffolds do genoma de H. 
rubrisubalbicans, a união entre eles e o descarte dos contigs sem indícios de 
pertencerem à montagem, foi obtido um scaffold único de 5.605.160 bases e 
conteúdo GC de 60,5%. Uma visão geral desse scaffold pode ser vista na FIGURA 
3.29. Esse resultado obtido com a abordagem híbrida Sanger/454 foi comparado 
com os resultados obtidos com essa estratégia para outros genomas, conforme 
mostra a TABELA 3.14. 
TABELA 3.12 - SIMILARIDADE DAS EXTREMIDADES DOS CONTIGS 344 E 345 OBTIDAS POR 
PESQUISA BLASTX 
Extremidade do contig344 




Cobertura1  valor E    Identidade 
hypothetical protein Hsero_0197 
[Herbaspirillum seropedicae SmR1]2  
151 151 42% 3,00E-35 97% 
hypothetical protein BpseD_03933 
[Burkholderia pseudomallei DM98] 
119 119 42% 1,00E-25 75% 
regulatory protein, FmdB family 
domain-containing protein 2 
[Achromobacter xylosoxidans A8]  
119 119 41% 1,00E-25 76% 
FmdB family regulatory protein 
[Achromobacter xylosoxidans C54] 
118 118 42% 2,00E-25 75% 
type I antifreeze protein [Burkholderia 
mallei GB8 horse 4]  
118 118 42% 3,00E-25 73% 
Extremidade do contig345 




Cobertura1  valor E    Identidade 
transmembrane protein 
[Herbaspirillum seropedicae SmR1]  
270 270 81% 6,00E-71 99% 
hypothetical protein HEAR2845 
[Herminiimonas arsenicoxydans]  
220 220 81% 4,00E-56 79% 
hypothetical protein mma_3100 
[Janthinobacterium sp. Marseille]  
216 216 81% 8,00E-55 77% 
hypothetical protein Mfla_2385 
[Methylobacillus flagellatus KT]  
207 207 81% 4,00E-52 73% 
protein of unknown function DUF502 
[Methylovorus sp. SIP3-4]  
207 207 81% 5,00E-52 72% 
1 Cobertura da query (sequência submetida) em relação à proteína do banco 
2 Entre colchetes “[ ]” está a bactéria a qual a proteína pertence 




TABELA 3.13 - SIMILARIDADE DAS EXTREMIDADES DOS CONTIGS 348 E 349 OBTIDAS POR 
PESQUISA BLASTX 
Extremidade do contig348 




Cobertura1  valor E    Identidade 
hypothetical protein Hsero_0371 
[Herbaspirillum seropedicae SmR1]2  
77.4 77.4 34% 6,00E-13 74% 
PREDICTED: hypothetical protein 
LOC100451541 [Pongo abelii] 
35.8 35.8 32% 2.0 35% 
PREDICTED: FAT tumor suppressor 
homolog 2 (Drosophila), partial [Bos 
taurus]  
35.8 35.8 38% 2.0 33% 
PREDICTED: protocadherin Fat 2-
like [Ailuropoda melanoleuca]  
35.8 35.8 38% 2.0 35% 
protocadherin Fat 2 [Bos taurus] 35.8 35.8 38% 2.0 33% 
Extremidade do contig349 




Cobertura1  valor E    Identidade 
hypothetical protein Hsero_0372 
[Herbaspirillum seropedicae SmR1]  
167 167 50% 4,00E-40 98% 
hypothetical protein HEAR2779 
[Herminiimonas arsenicoxydans]  
139 139 49% 2,00E-31 81% 
hypothetical protein mma_2986 
[Janthinobacterium sp. Marseille]  
137 137 49% 6,00E-31 80% 
SWIB/MDM2 domain-containing 
protein [Oxalobacter formigenes 
OXCC13]  
133 133 49% 9,00E-30 74% 
DNA topoisomerase domain-
containing protein [Myxococcus 
xanthus DK 1622] 
130 130 50% 4,00E-29 75% 
1 Cobertura da query (sequência submetida) em relação à proteína do banco 
2 Entre colchetes “[ ]” está a bactéria a qual a proteína pertence 
FONTE: o autor (2011) com base em NCBI BLASTx 
 
FIGURA 3.28 - READS NA EXTREMIDADE DO CONTIG345 
É possível observar que os reads na extremidade desse contig tendem a encerrar a extensão 
prematuramente, com menos de 150 bases, como se houvesse uma característica na sequência que 
bloqueasse o sequenciamento. 






FIGURA 3.29 - MAPA DO GENOMA DE H. rubrisubalbicans APÓS A MONTAGEM 
O círculo 1 mostra o GCskew do genoma (em amarelo, crescente, e em roxo, decrescente). O círculo 
2 mostra o conteúdo GC do genoma (em amarelo, positivo, e em roxo, negativo). O círculo 3 mostra 
os genes (azul) anotados com o GAAT. Em destaque estão as posições dos gaps, os operons rRNA 
e o gene dnaA. 




TABELA 3.14 - GAPS RESULTANTES DA MONTAGEM HÍBRIDA SANGER/454 EM DIFERENTES 




dos gaps (pb) 
Cobertura Tamanho do genoma 
obtido (~Mb) 
Janibacter sp. HTCC2649 3 13 25x 4,23 
Vibrio angustum S14 18 4.000 21x 5,18 
Psychromonas sp. CNPT3 12 3.387 24x 3,12 
Pseudoalteromonas 
tunicata D2 5 2.430 20x 4,99 
Herbaspirillum 
rubrisubalbicans M1 4 196 ~43x 5,6 
O número de gaps resultantes da montagem híbrida Sanger/454 está relacionado ao conteúdo GC do 
genoma, ao número de regiões repetitivas no genoma e ao tamanho desse; o estudo realizado com 
as outras bactérias utilizou reads 454 com tamanho médio de 100pb e uma cobertura com reads 
Sanger de 8x (GOLDBERG et al., 2006). Isso dificulta a comparação destas montagens com a obtida 
para H. rubrisubalbicans, no entanto é possível perceber que a estratégia WGS utilizando ambos os 
métodos de sequenciamento (Sanger e 454) apresentam falhas que levam a gaps e que precisam ser 
corrigidas por outras estratégias, como por exemplo, sequenciamento direcionado.   




A pré-anotação do genoma usando a plataforma GAAT identificou 4.943 genes, 
dos quais 3.497 foram anotados e classificados segundo as categorias funcionais do 
COG. Comparando a distribuição dentro dessas categorias com os genes anotados 
para H. seropedicae, foi observada maior correspondência entre as duas espécies 
nas funções relacionadas a processos celulares e sinalização. A TABELA 3.15 
mostra a distribuição dos genes anotados dentro dessas categorias nas duas 
espécies. Mesmo com a pré-anotação é possível perceber diferenças no 
metabolismo das duas espécies, o que sugere vias metabólicas distintas em níveis 
mais específicos dentro dessa classificação.  
 Também foram anotados os contigs que ficaram fora da montagem. Nessa 
anotação, foram identificados 158 genes, mas somente quatro deles foram 




TABELA 3.15 - GENES ANOTADOS NO GENOMA DE H. rubrisubalbicans 
COG Função HR HS 
 Information storage and processing   
J Translation, ribossomal structure and biogenesis 114 179 
A RNA processing and modification - - 
K Transcription 307 409 
L Replication, recombination and repair 135 110 
B Chromatin structure and dynamics 4 - 
 Cellular processes and signaling   
D Cell cycle control, cell division, chromossome partitioning 25 32 
Y Nuclear structure - - 
V Defense mechanisms 56 54 
T Signal transduction mechanisms 211 209 
M Cell wall/membrane/envelope biogenesis 237 241 
N Cell motility 152 69 
Z Cytoskeleton - - 
W Extracellular structures - - 
U Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport 50 54 
O Posttranslational modification, protein turnover, chaperones  115 123 
 Metabolism   
C Energy production and conversion 237 258 
G Carbohydrate transport and metabolism 252 307 
E Amino acid transport and metabolism 422 388 
F Nucleotide transport and metabolism 59 69 
H Coenzyme transport and metabolism 115 127 
I Lipid transport and metabolism 163 184 
P Inorganic ion transport and metabolism 230 218 
Q Secondary metabolites biosysnthesis, transport and catabolism 84 92 
 Poorly characterized   
R General function prediction only 342 407 
S Functional unknown 1.633 1.125 
Dos 4.943 de H. rubrisubalbicans, 3.497 foram classificados em categorias funcionais e 1.633 genes 
foram anotados como função desconhecida. A tabela mostra as categorias funcionais do COG e o 
número de genes correspondentes a elas encontrados nas montagens genômicas de H. 
rubrisubalbicans (coluna HR) e de H. seropedicae (ccoluna HS).  




TABELA 3.16 - GENES ANOTADOS NOS CONTIGS FORA DA MONTAGEM GENÔMICA DE H. 
rubrisubalbicans 
COG Função Genes 
anotados 
 Cellular processes and signaling  
T Signal transduction mechanisms 1 
 Metabolism  
C Energy production and conversion 1 
E Amino acid transport and metabolism 1 
H Coenzyme transport and metabolism 1 
 Poorly characterized  
S Functional unknown 154 
Somente quatro genes classificados nas categorias funcionais do COG. 154 genes não foram 
classificados em nenhuma categoria. 






 A montagem prévia de H. rubrisubalbicans com reads 454/FLX era composta 
por nove scaffolds, que juntos tinham 5.594.858pb, conteúdo GC de 61%, e 
internamente continham 70 gaps. Outros 393 contigs faziam parte dessa montagem. 
Sete scaffolds foram mapeados no genoma de H. seropedicae, usado como 
referência, e apresentaram alta similaridade e boa cobertura em relação a esse 
genoma. 
 A montagem dos scaffolds manteve sua integridade ao ser alinhado com o 
genoma de referência, permitindo validá-los quanto à ordem interna dos contigs. 
Também foi possível ordená-los como um todo e estimar a distância (gap) entre 
eles. A ordenação dos scaffolds gerou um gráfico de GCskew coerente e com 
padrão similar ao observado no gráfico de GCskew de H. seropedicae. 
 Com a adição de reads Sanger a esse conjunto de dados, foi possível 
observar contextos recorrentes na montagem genômica, dos quais foi inferido que 
provinham os gaps não resolvidos na montagem 454/FLX. 29 gaps foram fechados 
com a adição dos reads Sanger. 
  A limitação da quantidade de dados proveniente do sequenciamento 
utilizando o método de Sanger levou a montagem novamente ao ambiente composto 
por dados 454/FLX. Tendo como base a visualização dos contextos observados com 
o uso dos reads Sanger, a alta cobertura proporcionada pelos reads 454/FLX 
permitiu uma nova visão da montagem genômica de H. rubrisubalbicans. Scaffolds 
que foram mapeados repetidas vezes no genoma de referência foram inseridos na 
montagem, entre eles o que continha o operon rRNA. 
 Regiões repetitivas, em grande parte relacionadas a transposases e 
integrases, foram identificadas como contigs (isolados ou em conjunto) e inseridas 
nos gaps internos dos scaffolds. Com isso, 58 gaps foram fechados, além de todos 
os scaffolds serem unidos. A união entre os gaps fechados com reads Sanger e 
454/FLX, totalizou o fechamento de 63 gaps.  
 Dos sete gaps restantes, três foram eliminados pelo fato dos contigs 
componentes dos scaffolds que continham esses gaps não apresentarem indícios de 
fazer parte da montagem genômica de H. rubrisubalbicans. Esses contigs formaram 




restante do genoma (~6x contra ~63x para cobertura, e ~42% contra ~60% para o 
conteúdo GC). 
 Os quatro gaps restantes não foram fechados devido à falta de indícios de 
sobreposição entre as extremidades dos contigs que flanqueiam esses gaps, mesmo 
com a alta cobertura proporcionada pelos reads 454/FLX. Uma explicação para isso 
seria problemas da técnica 454/FLX em sequenciar determinadas regiões do 
genoma. Foi observado reads de tamanho curto (~100pb, sendo ~400pb o tamanho 
médio dos reads 454/FLX produzidos) flanqueando essas regiões. Gaps que não 
foram fechados com os reads 454/FLX, mas que foram fechados com os reads 
Sanger, apresentaram um panorama similar, o que reforça a hipótese de falha da 
técnica.  
 A montagem final resultou num único scaffold com 5.605.160pb e conteúdo 
GC de 60,5%, obtido com uma abordagem onde não foram utilizados fosmídeos 
(importantes para a resolução de regiões repetitivas) e nenhuma técnica de 
sequenciamento direcionado para o fechamento de gaps (PCR das extremidades 
dos contigs, primer walking, ou sequenciamento completo de insertos de plamídeos). 
Essas técnicas são sugeridas para o fechamento dos gaps restantes. 
O scaffold obtido foi submetido a uma pré-anotação, com a qual foram 
encontrados 4.943 genes; 3.497 apresentam categorias funcionais no COG. Os 
contigs excluídos da montagem também foram pré-anotados, nos quais foram 
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Amplicons – fragmentos de DNA amplificados  
BAC – Bacterial Artificial Chromossome (cromossomo artificial de bactéria) 
Bead – microesferas de agarose onde fragmentos de DNA se ligam para realização 
de emPCR 
BLAST – Basic Local Alignment Search Tool 
Bridge PCR – PCR usada no método de sequenciamento Solexa/Illumina 
C2H2 – acetileno 
CCD – charge coupled device (dispositivo acoplado à carga) 
COG – Cluster of Orthologous Groups of proteins 
Conteúdo GC – quantidade de bases “G” em adição às bases “C” em relação ao 
total de bases de uma sequência 
Contig – sequência de DNA construída pela sobreposição de reads 
ddNTP – dideoxinucleotídeos 
DNA – Deoxyrribonucleic acid (ácido desoxirribonucleico) 
Draft genômico – “rascunho” de um genoma completo, no qual permanecem gaps a 
serem fechados 
EC number – enzime commission number 
emPCR – PCR em emulsão 
Flowgram – gráfico de sequenciamento 454/FLX composto por picos 
correspondentes aos sinais luminosos emitidos durante a reação de 
sequenciamento 
Fosmídeo – vetor de clonagem onde são inseridos fragmentos de DNA de ~35 a 
40Kb. 
Gap – lacuna ou falta de informação que fragmenta uma sequência de DNA 
Gram negativa – bactéria que possui lipopolissacarídeos na membrana externa, o 




IS – insertion sequence 
Kb – kilobases 
K-mers – frações menores de sequências que são comparadas para que seja obtido 
um alinhamento 
Locus – uma determinada região em um cromossomo 
Mb – megabases 
mM – milimol 
mm – milímetros 
MUMs – maximal unique matches 
N – nitrogênio (elemento químico) 
N2 – nitrogênio (gás atmosférico) 
NCBI – National Center for Biotechnology Information  
Ns – bases indeterminadas 
nm – nanômetro 
NH4Cl – cloreto de amônio 
Pb – pares de base 
PCR – Polymerase Chain Reaction 
PFGE – Pulsed Field Gel Electrophoresis 
Pipeline – fluxo de execução 
Polony – “polymerase colony”, é uma matriz para a amplicação de DNA 
Primer – oligonucleotídeo iniciador a partir do qual a DNA polimerase inicia a 
extensão da cadeia de nucleotídeos 
Primer walking – técnica de sequenciamento direcionado para o fechamento de 
gaps em uma montagem genômica na qual primers são contruídos sucessivamente 
para extender a extremidade de um contig visando chegar até a extremidade de 
outro contig. 




RBS – Ribosome Binding Site 
Read – fragmento de leitura; corresponde a um fragmento de DNA sequenciado 
RNA – Ribonucleic acid (ácido ribonucleico) 
rRNA – RNA ribossomal 
Scaffold – sequência de DNA formada pela união de contigs através de indícios de 
pareamento de reads. Pelo pareamento é inferido que um contig ligue-se a outro, 
mas a sequência responsável por essa junção não foi obtida no sequenciamento 
genômico. Logo, esses contigs são unidos por bases indeterminadas (Ns) conforme 
o tamanho estimado da sequência necessária para essa junção. 
SMRT – Single-Molecule Real Time Sequencing 
TAQ DNA polimerase – DNA polimerase usada no processo de PCR que provém 
da bactéria Thermus aquaticum 
Trace – gráficos de fluorescência obtidos pelo método de sequenciamento Sanger, 
também conhecidos como cromatogramas. 
tRNA – RNA de transferência 
TTSS – Type Three Secretion System 
Trimming – processo ao qual uma sequência é submetida para excluir bases de 
qualidade baixa 
WGS – whole-genome shotgun 
ZMW – zero-mode wideguides 
